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- nanometro.
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ferente aos padrões utilizados de galactose e 
mio-inositol, respectivamente.
- segundo (s).
- microsegundos.
- coeficiente de sedimentação.
- Svedberg.
- ácido trifluoracético.
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- tempo de retenção em gil.c.
- volume/ volume.
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ABSTRACT
- Cover -p-av orcira—ts—air—unusual lichen “braving a basïdïomy- 
cetous mycosymbiont. It is very rich in protein (36%), of Which 
10% is tyrosine, a/a-g-Trehalose is present as 4,3% of the total 
lichen.
The lichen contains polysaccharides typical of basidi^ 
omycetes and different from those of ascomycetes and ascomyce 
tous lichens. Hot aqueous extraction followed by treatment of 
the ethanol-insoluble extract with Fehling solution provided, 
via its insoluble copper complex, a heteropolysaccharide (5.1% 
protein) which was homogeneous on ultracentrifugation (2,6S) ,
electrophoresis, and gel filtration. From the mother liquor 
was isolated a glucan wich was homogeneous on ultracentrifuga 
tion (1,4S) and electrophoresis.
The heteropolysaccharide contained 6 monosaccharides, 
whose enantiomeric configurations were determined. Hydrolysis of 
the polysaccharide followed by a partial fractionation of the 
hydrolyzate by cellulose column chromatography, derivati2ation 
of each fraction to form acetates of (-)-2-octyl glycosides , 
and examination of the products by g.l.c.-m.s., gave peaks 
whose retention times and mass' spectra indicated the presen­
ce of g-rhamnose, g-fucose, g-xylose, g-mannose, g-glucose , 
and g-galactose. The use of m.s. in enantiomeric determinations
IX
represented an advance over the previous method which was 
based on comparison of retention times and relative propor 
tions of peaks of acetates of octyl glycosides with those 
of standards. This was previously carried out on less compli­
cated monosaccharide mixtures, but in the present study imuri_ 
ties were detected in each fraction obtained by cellulose co­
lumn chromatography and m.s. was needed as a further parameter 
in—peak—identif ication.
Analysis of the heteropolysaccharide showed that 
it contained principally xylose and mannose with a m a n n o s e -  
containing nucleus. The main chain consisted mainly (60%) of 
(1 -*■ 3)-linked a-g-mannopyranosyl units which were unsubstitu 
ted (10%), or 4-0- (10%) and 2,4-di-0-substituted (10%) with 
units of 6-Q-xylopyranose. In the methylation analysis of the 
heteropolysaccharide, a capillary column of DB-210 proved to 
be particularly useful for more efficient g.l.c. resolution of 
partially O-methylated alditol acetates.
The glucan had the $-Q-configuration and was highly 
branched with 21% of nonreducing end-units with 3-0-(30%), 6­
0- (30%), and 3,6-di-0-substituted Residues (19%), and had a 
main chain consisting of interspersed (1 3) and (1 6) -
linkages.
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RESUMO
Cora jpavarríra~ e.- um~-âos~ poucos '"liquens c u jo micossimbl 
onte ê um basidiomiceto e não um ascomiceto. Ê muito rico em 
proteína (36%) , dos quais 10% é tirosina. A a, arr g-trealose foi 
isolada do líquen com um rendimento de 4,3 %.
O líquen contém polissacarideos típicos de basidiomi­
cetos e diferentes daqueles de ascomicetos e liquens ascomice 
tos. Extração aquosa quente seguida por tratamento do extrato 
insolúvel em etanol com solução de Fehling forneceu, via seu 
complexo cúprico insolúvel, um heteropolissacarldeo (contendo 
5,1% de proteína), que foi homogêneo por ultracentrifugação 
(2,6S), eletroforese, e filtração em gel. Do sobrenadante de 
Fehling foi isolada a glucana, que foi homogênea por ultracen 
trifugação (1,4S) e eletroforese.
O heteropolissacarídeo continha seis monossacarídeos 
cujas configurações enantiomiricas foram determinadas. Hidró­
lise do polissacarídeo seguida por um fracionamento parcial do 
hidrolisado por cromatografia em coluna de celulose, derivati^ 
zação de cada fração para formar acetatos de (—) —2 — octil gli_ 
cosídeos, e exame por g.l.c.-m.s., forneceu picos cujos tempos 
de retenção e espectrometria de massa indicaram a presença de 
g-ramnose, g-fucose, g-xilose, g-manose, g-glucose, e g-galac 
tose. O uso de m.s. em determinações enatioméricas representou
um avanço sobre os métodos prévios que eram baseados na compa 
ração dos tempos de retenção e proporções relativas dos picos 
dos acetatos de actil glicosldeos com aqueles de padrões. Es­
tas técnicas foram previamente conduzidas em misturas monossa 
caridicas menos complicados, mas no presente estudo foram de­
tectadas impurezas em cada fração obtida por cromatografia em 
coluna de celulose, e m.s. foi necessária como um parâmetro 
 ex tr-a- -na- ide-nti f ica-çãe doe- picos.
Análises do heteropolissacarldeo mostraram que ele 
continha principalmente xilose e manose com um núcleo conten­
do manose. A cadeia principal consistia principalmente (60 %) 
de unidades a-g-manopiranosil em ligações (1 -*■ 3), que eram 
não substituídas (10%) ou 4-0-(10%) e 2,4-di-0-substituídas 
(10%) por unidades de 3-g-xilopiranose. Nas análises de meti- 
lação do heteropolissacarldeo, uma coluna capilar de DB - 210 
mostrou ser particularmente útil para resolução mais eficien­
te por g.l.c. dos acetatos de alditõis parcialmente O-metila­
dos ,
A glucana tinha uma configuração 3-g sendo alta - 
mente ramificada com 21% de unidades terminais não redutoras, 
com resíduos 3-0- (30%), 6-0 - (30%) e 3,6-di-0-substituídos 
(19%) , e tinha uma cadeia principal consistindo de ligações 
intercaladas (1 ■+ 3) e (1 -*■ 6) .
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INTRODÜÇÃO
Gãlactomananas de tLíquens
Em 1729 Micheli (20) empregou pela primeira vez o ter 
mo "líquen", planta rasteira ou lambe-chão. A verdadeira na­
tureza dos liquens, porém só foi reconhecida em 1868, quando 
o biõlogo suiço Schwendener (20) demonstrou tratar-se não de 
uma entidade vegetal, mas de uma simbiose complexa de alga e 
fungo.
Na maior parte dos estudos a atenção é voltada para 
dois grupos de substâncias: (i) os chamados ãcidos liquênicos 
e (ii) os constituintes carboidratados solúveis na água, que 
formam a maior parte dos constituintes sólidos no líquen (20). 
0 exame cientifico pioneiro do material foi registrado por 
Berzelius em 1915 (12) que isolou um polissacarídeo do líquen 
Cetraria islanãica (musgo da Islândia) através de precipita­
ção por resfriamento de um extrato aquoso quente. Liquenana, 
assim isolada, foi mais tarde purificada via complexo cúpri­
co insolúvel formado com solução de Fehling (16). Sua estrutu 
ra é de um polímero linear de 8 -g-glucose contendo ligações 
(1 3) e (1 4) na proporção de 3:7 (16,52) .
A mistura polissacarídica obtida do sobrenadante por 
resfriamento do extrato aquoso quente, acima citado, foi
2originalmente chamada isoliquenana por Meyer & Gurtler (53). 
Mais tarde, porim Chanda et al. (16) aplicaram este nome ao 
componente a-p-glucopiranana que foi purificado via precipi­
tação fracional do complexo cúprico solúvel em água usando 
acetona. Neste estudo foi demonstrado que a isoliquenana é 
composta, de fato, somente de resíduos de g-glucose em liga­
ções a-gli cosi dicas (1 3) e (1 4) numa relação molar de
£0-:-4fl-,— embora— Peet-et- -al. -(-6-0-)- mais- tarde s-ugeri-r-am nma- rela­
ção de 55:45. O processo de fracionamento empregado por Chan 
da et al. (16) presumivelmente separou liquenana de um compo­
nente contendo manose e galactose que já havia sido detecta­
do por Ulander & Tollens em 1906 (73) . Em adição â manose e 
galactose, Buston & Chambers (15) sugeriram a presença de uma 
hemicelulose em virtude da presença de ácido galacturônico , 
contudo, a presença de ácido urônico na caraterização estru­
tural da molécula não foi ainda confirmada.
Pela remoção da liquenana (B-glucana) através de pre 
cipitação em água fria e tratamento subsequente do sobrena - 
dante com solução de Fehling, Karrer e Joos (43) observaram 
a formação de um complexo cúprico insolúvel contendo mannose, 
galactose e glucose numa relação molar de 21:35:44. Tal obser 
vação sugere uma co-precipitação, como complexo cúprico, de 
uma galactomanana com liquenana remanescente. Contudo , um 
componente heteroporimêricb de C. islanãica não foi isolado 
num estado puro. O único -achado sobre os componentes de sua 
possível estrutura molecular foi sugerido por Granichstádten 
e Percival (32) que, por tratamento de um extrato a l c a l i n o  
com solução de Fehling, obtiveram um precipitado consistindo 
principalmente de glucana. Este estava presente porque o ex-
3trato alcalino acima não foi submetido ao método usual ' de 
dissolução pelo calor seguido por precipitação a frio.. Mesmo 
assim uma pequena proporção de heteropolissacarídeo estava 
presente sendo constitüido por unidades terminais não reduto 
ras de galactopiranose.
Mais tarde Gorin e Iacomini (27) mostraram ser o he­
teropolissacarídeo de C. islandica uma galactomanana, cuja 
-e-s-tr-ut-ur-a—  foi—  compa-ra-da— com— aquelra tio líquen-RamaTina usnea 
(coletado de ramos de pereira., perto de Quatro-Barras, Pana- 
ná) . A a-glucana de R. usnea foi também investigada. Tanto 
C. -Lstandioa como R. usnea são liquens com uma forma de cres 
cimento fruticoso e micossimbionte ascomiceto, contendo ga - 
lactomananas com estruturas diferentes daquelas previamente 
reconhecidas. Os heteropolissacarídeos são relacionados àque 
les das mananas e polissacarídeos contendo manose, encontra­
dos na parede celular da maioria dos fungos ascomicetos, des^ 
de que eles contêm unidades a-Q-manopiranosil em ligações 
(1 -*■ 6) nas cadeias principais (23) . Por outro lado heteropo 
lissacarídeos de fungos basidiomicetos contêm resíduos a-D- 
manopiranosil em ligações (1 3) nas cadeias principais (23).
O heteropolissacarídeo de C. islanã-ica3 previamente 
tratado com uma celulase obtida de Aspergillus n-igev, apre - 
sentou após hidrólise ácida total jnanose, galactose e gluco­
se (esta última em proporção bastante diminuída) numa rela - 
ção molar de 49:45:6. Após hidrólise ácida parcial do referi^ 
do heteropolissacarídeo, foi obtido um polímero contendo ma—
nose, galactose e glucose numa relação molar de 74:21:5. Seu 
13espectro de C-n.m.r. lembrou aquele de uma estrutura (l-> 6)-
4substituída a-manopiranana desde que tinha sinais principais 
em 6 101,0; 72,5 (2 sinais); 71,6; 68,5 e 67,5 (25) . Tendo en 
tão em vista que o polissacarídeo ãcido degradado contem prin
cipalmente ligações na configuração a, de acôrdo com o espec-
13 ~ ,
tro de C-n.m.r. e uma rotaçao específica positiva relativa­
mente alta de +51°, próximo ao valor de +88° relatado para a 
a-g-manopiranana da levedura de panificação (37), os resíduos 
manasil—devem ter—a conf iguração-g^— As—un-i-dades galactos-il-tam- 
bém têm esta confuguração desde que elas foram oxidadas pela 
galactose oxidase (3) .
Convêm a;qui citar para termos de comparação a rotação 
específica de -78° para a 3-g-manopiranana isolada dé Rhodoto_ 
rula gZutinis (26).
Pelos dados anteriormente citados e pelos obtidos em 
análises de metilação, se pode sugerir que a galactomanana de 
C. -islandica contem vima alta proporção de unidades a-g-manopi^ 
ranosil em ligações (1 -*• 6 ) na cadeia principal. Estas unjL 
d a d e s  são em p arte 2 ,4-di-O-substituidas por unida­
des g-galactopiranosil. De acordo com o espectro de ^C-n.m.r. 
que contem vim sinal de C-l em campo baixo em 6 104/5; as uni­
dades g-galactopiranosil, ligadas (1 4) aos resíduos a-g-ma
nopiranosil devem ter a configuração 8 (35). Também consisten 
te com isto i a presença de um sinal típico de Ç-5 em 6 77,0
(29). Um outro sinãl de C-l em 6 102,7 sugeriu unidades a-g- 
galactopiranosil substituindo as posições 2_ de uma cadeia prin 
cipal com ligações (1 6)-a-g-manopiranosil (Estrutura 1) co
mo na galactomanana de Saccharomyces octosporus (29) . Em con­
cordância com estes dados, acetõlise parcial, que ataca pre­
ferencialmente as ligações de cadeia principal (1 6) — a-g-
5manopiranosil e resíduos 3-D-galactopiranosil, forneceu 2-0- 
a-D-galactopiranosil-Ç-manose, que foi isolado.
a-g-Galp
1
+
2
-a-D-Manp- (1 6)-a-Q-Manp-(1 •+ 6)-
4.
+
1
3-g-Galp
1
Um polissacarldeo de R. uanea (27) dando um complexo 
cúprico insolúvel com solução de Fehling, continha galactose, 
manose e glucose numa relação molar de 43:53:3 e uma rotação 
especifica de +63°. As unidades manosil e galactosil existem 
comO g-enantiômeros. Análises de metilação mostraram a presen 
ça de unidades terminais não redutoras de galactopiranose (40%), 
manopiranose (2%), galactofuranose (3%) e unidades 6-0- (19%) 
e 4,6-di-0-substituldas (37%) de manopiranose. Hidrólise áci­
da parcial do polissacarldeo de R. usnea forneceu um núcleo
_ , o •
resistente, tendo uma rotaçao especifica de +61 , com 17% de
galactose e -33% de manose. Esse núcleo, em dados obtidos em
análises de metilação consistia principalmente de unidades ma
nopiranosil em ligações (1 6) (66%), com unidades terminais
não redutoras de manopiranose (11%), galactopiranose (14%) e
unidades de manopiranose 4,6- (7%) e 2,6- (2%)-di-O-substitui^
das.
6O espectro de C-n.m.r. desta galactomanana indicou a pre 
sença de unidades galactopiranosil na configuração 3 (C - 1,
6 104,3). De acordo com os dados acima, estes estão ligados 
(1 -*■ 4) â cadeia principal e, dessa forma, uma alta proporção 
de uma estrutura como a 2 está presente, com substituintes em 
aproximadamente duas de cada três unidades em ligação (1 **■ 6 ) 
de cadeia principal á-D-manopiranosil. Assim, as galactomana - 
na-s -de C. -irs-Va-n-âdr&u— e.- -R— -u-snenj ambas— com—formas— frutfco-sas -de—
13
3-D-Galp 3-fí-Galp
1 1
+ +
4 4
-a-D-Manp-(1 6) -a-D-Manp- (1 6 ) -a-D-Manp-(1 -+■ 6) -
2
crescimento, apresentam estruturas diferentes mas quimicamente 
relacionadas em termos das cadeias principais e das estruturas 
das cadeias lateraiá. Se a maioria dos liquens que têm micossim 
bionte ascomiceto contem tais galactomananag ê de significância. 
Também as fontes destes e outros polissacarldeos são de interes­
se, se eles se originam do simbionte fungo ou alga de cada líquen.
Heteropolissacarldeos de outros liquens como Clado_ 
nia alpestris (musgo das renas) e Evemia prunastrn. já foram isola­
dos. Aspinall et al. em 1955 (5) obtiveram do musgo das renas , 
via precipitação com solução de Fehling, produtos contendo ga - 
la*'-tose, manose e glucose. Embora os dados de metilação aparen­
temente diferiram daqueles obtidos de preparações de C. islan_ 
di-oa, as técnicas analíticas usadas èm 1955 não impe -
7dem semelhanças na estrutura química, considerando que estas 
técnicas nao eram sensíveis o suficiente para permitir uma de 
terminação detalhada da estrutura química.
Outro heteropolissacarídeo obtido de E. prunastri(54) 
contem galactose, manose e ácido glucurônico. As únicas possí^ 
veis semelhanças â estrutura 1 altamente ramificada ê a pre - 
sença de altàs proporções de terminais não redutores de galac 
topiranose (36%) _, manopiranose. (11%) t* rpRi^nnc; tri-O-substi- 
tuídos de manopiranosil, cujas posições de substituição não 
foram confirmadas. Em vista destes resultados incertos, hete- 
ropolissacarídeos de outros líquens, tendo um ascomiceto como 
micossimbionte, foram investigados.
Uma comparação foi conduzida sobre as estruturas quí­
micas de componentes polissacarídicos de três espécies de lí­
quens do gênero Ctadoni.a (4 2) 1 Duas espécies que têm formas 
de crescimento quase indistinguíveis, C.álpestris (Saskatchewan 
Central-Canadá) e C. confusa (Sul do Brasil) apresentaram tra 
ços de nigerana, um polissacarídeo insolúvel na água fria, iso 
lado por precipitação após extração aquosa quente. A estrutu­
ra da nigerana consiste predominantemente de unidades repeti­
das a-g-glucopiranosil em ligações alternadas 3- e 4- (6 , 7) . 
Os líquens residuais foram extraídos com hidróxido de potássio 
aquoso a quente e os extratos tratados com solução de Fehling 
formaram complexos cúpricos insolúveis. Após remoção do cobre, 
galactomananas quase puras foram obtidas, que não eram idênti^ 
cas mas estruturalmente relacionadas.
Análises baseadas na composição monossacarídica, hi - 
drõlise parcial, rotação específica, dados de metilação e ace 
tólise parcial mostraram que cada galactomanana continha uma
8— v?eia principal composta de unidades a-g-manopiranosil em li 
ga<r.ões (1 6). Algumas destas eram 2-0-substituIdas por resl
duos a-g-manopiranosil (Estrutura 3) ou 4-0-substituIdas por 
resíduos f?-g-galactopiranosil e em alguns casos 2 ,4-di-0-sub£ 
tituldas (Estrutura 4).
a-g-Manp
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Embora algumas diferenças estruturais foram encontra­
das, elas se tornaram mais aparentes na comparação das regiões
13de C-l dos espectros de C-n.m.r. Estes diferiram daqueles 
das galactomananas de C. islanã-Lca e R. usnea previamente in­
vestigadas (27). No caso do heteropolisaacarLdeo de C. alpes-
tris (Fração-A), uma estrutura complexa foi refletida no seu
13 -espectro de C-n.m.r. que continha 8 sinais na região de C-l,
cada um deles representando ao-menos uma estrutura diferente. 
13O espectro de C-n.m.r. do heteropolisssacarldeo de C. confu_ 
sa (Fração-C), mostrou que este era estruturalmente diferente 
da Fração-A, o componente correspondente de C. alpestvis. Em­
bora o espectro contivesse sinais comuns em 6 104,9; 103,7 e 
100,0; suas respectivas proporções eram diferentes. Hidrólise 
parcial da Fração-C forneceu um polissacarldeo cujo espectro
9de C-n.m.r. era semelhante ao material correspondente obti­
do da Fração-A de C. alpestr-Ls. C. amaurocraea continha dois 
polissacarldeos, extraídos com hidróxido de potássio aquoso a 
quente, e dando complexos cúpricos insoliiveis com solução de 
Fehling. Tratamento dos complexos cúpricos com resina originou 
o polissacarldeo insolúvel na água, pustulana, uma 3 -D-glucopi_ 
ranana linear em ligações (1 ■+ 6) previamente encontrada como 
um componente de outros liquens (4_9,_ 57) e uma ga 1 actnmanana 
solúvel na água e contaminada com pustulana. A galactomanana 
embora tendo uma estrutura geral já descrita anteriormente pa
ra os dois outros liquens do gênero Cladonia3 tinha um espec-
13 -tro de C-n.m.r. cuja região de C-l diferiu de todos aqueles
previamente determinados com a possível excessão daquele da 
galactomanana de R. usnea (27).
Componentes polissacarldicos estruturalmente diferen­
tes de C. alpe stris e C. confusa foram isolados em rendimento 
baixo dos sobrenadantes correspondentes aos já citados preci­
pitados obtidos com solução de Fehling. Aquele de C. alp&stris 
continha galactose, manose e alguma glucose e uma alta propor 
ção de unidades a-g-manopiranosil em ligações (1 ■+ 2), aparen 
temente na forma de uma cadeia substituída nas posições -6 por 
unidades 3~D-galactofuranosil (Estrutura 5) . Seu espectro de
3-D-Galf
1
+
6
-a-Ç-Manp- (1 2)-
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13 -C-n.m.r. tinha uma região de C-l complexa. Virtualmente ne-
13
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nhum polissacarideo estava presente no sobrenadante do passo 
de Fehling para o liquen C. amaurocraea.
Glucanas de liquens
Os liquens geralmente possuem um componente galactoma 
nana e uma ou duas glucanas.
Desde os estudos iniciais de Berzelius em 1815 (12) o 
curso de análises dos componentes polissacaridicos de diver - 
sos liquens vêm experimentando novos processos de fracionamen 
to para a obtenção de polissacarideos puros. Estes métodos in 
cluem, por exemplo, precipitação por complexação cúprica inso 
lúvel em água usando solução de Fehling (31) e precipitação 
com hidróxido de cetiltrimetilamonio (6 6 ).
3-D-Glucanas de liquens
Entre as B_glucanas comuns em liquens temos a já ante 
riormente citada liquenana, uma p-g-glucana linear com liga - 
ções (1 3) e (1 4) na proporção de 3:7 (16, 52) como na
estrutura preponderante 6  ^ . Liquenana constitui aproximada -
- B-S-Glcp-(1 ■+ 4) -B-D-Glcp-(1 4) -0-D-Glcp- (1 + 3) -
6
mente 10% do liquen C. •islanã-ioa (musgo da Islândia) (23) e 
está presente também em outras espécies liquênicas, incluindo 
Usnea rubeseens (56), Alector-ia sulcata (Lev.) N yl. e Alecto- 
ria sarmentosa (Ach.) Ach (71) e foi obtida destas três espé­
cies por precipitação a frio após extração aquosa quente.
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O espectro de C-n.m.r. da liquenana, obtido em cam­
po mag 'tico alto (9), correspondia a uma sequência repetiti­
va (1 -*■ 4) , (1 -*■ 4) , (1 3) , dando quinze sinais em vez dos
dezoito esperados, por causa da superposição de sinais. A pre 
sença de duas ligações consecutivas (1 3) não é provável ,
pois não há nenhuma separação de sinais associado com ligações 
(1 3) em contraste com aquèles associados com ligações (l-*4).
E. prunastr-i possui uma 3-g-glucana estruturalmente 
diferente, com ligações (1 ■+ 3) e (1 4) numa relação de
3:1, precipitada por hidróxido de cetiltrimetilamonio da fra­
ção solúvel em água fria (71) .
Uma 3-2 -glucopiranana com ligações (1 -*■ 6 ) parcialmente 
acetilada, foi extraída com água quente do líquen Gyrophora 
e scuZenta Miyoshi e purificada pelo método de congelamento e 
degelo. O grau e posição (s) de substituição não tem sido ain 
da determinado (68). Uma glucana semelhante também foi encon­
trada em LasaZZia pensyZvanica (56) e LasaZZia papuZosa (Ach.)
Llano (68) . A glucana desacetilada forneceu um espectro de
13 -C-ri.m.r. (63) sfemelhante aquele da pustulana (11), uma 8 -
glucana linear com ligações (1 -*■ 6) obtida dos liquens UmbiZi_
caria pustuZata (L) Hoffm. (49) e UmbiZicaria hirsuta (sw. ex.
Wester) Ach. (57), por precipitação a frio após extração aquo
sa quente. Glucanas tipo pustulana O-acetiladas foram obtidas
de outras espécies do gênero UmbiZicaria como V. anguZata, U.
caroZiniana e U. poZyphyZZa (57), também por precipitação a
frio após extração aquosa quente.
Cabe aqui citar a correlação taxanomicamente Intima 
dos gêneros Gyrophoras LasaZZia e UmbiZicaria> todos perten - 
centes à família Gyrophoraceae e com a ocorrência comum e
13
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característica da pustulana (57). Assim, os polissacarídeos de 
liquens podem ser usados em alguma extensão como compostos de 
referência para a classificação quimotaxonomica dos liquens 
(70) .
g-Glucanas de liquens
Entre as a-glucanas comuns em liquens temos a jã cita 
da isoliquenana-, uma a-Q-glucana contendo ligações (1 — - 3) e 
(1 4) numa relação de 11r9 (60) . Tal componente estã presen
te em C . islandica (16), Aleatória sulcata (Lev.)Nyl., e Alea­
tória sarmentosa (Ach.) Ach (71).
Parmelia caperata (L.) Ach. forneceu uma a-D-glucopi- 
ranana insolúvel em ãgua fria tendo resíduos em ligações (1 3)
e (1 -»■ 4) em proporções equimoleculares. Como não havia liga­
ções sucessivas (1 3) e (1 -*■ 4) , a glucana é estruturalmen­
te semelhante à nigerana (6 , 7), (unidade repetitiva 7^ ). Glu­
- a-g-Glcp- (1 + 3) -a-Q-Glcp-(1 + 4) -
7
canas tipo nigerana também estão presentes em pequena quanti 
dade em quatro liquens do gênero Claãonia, C. crispata3 C. mi_ 
tis3 C. rangiferina subsp. grisea3 e C. squamosa (56).
A partir de análises químicas (76), a glucana de
Stereocaulon japonicum aparentemente tinha ligações a-(l->- 3)
e a-(l 4) numa relação de 3:1, mas demonstrou-se ser esta
- 13 -relaçao de 2:1 por um estudo de C-n.m.r. (77). Esta técnica
foi útil por mostrar que as a-Q-glucanas obtidas de Sphaero -
phorus globosus e Acroscyphus sphaerophoroiães tinham ligações
13
(1 3) e (1 4) numa relação de 2:3, com menos de 6 % de li­
gações (1 -*• 6) , não ficando claro este último valor somente 
por análises de metilação (71) .
Uma a-Q-glucana de E. prunastri, que permaneceu no li 
quido sobrenadante, apõs precipitação com hidróxido de cetil- 
trimetilamonio continha ligações (1 3) e (1 + 4) numa rela­
ção de 'v 3:2, relembrando isoliquenana (71) .
Uma glucana, precipitada pelo frio apõs uma extração
aquosa quente, foi isolado do líquen E. usnea (27) . As análises de
metilação mostraram que a glucana de R. usnea contem ligações
(1 + 3) e (1 + 4) numa relação de 62:38. Seu espectro de 
13C-n.m.r. mostrou principalmente sinais de C-l em 6 102,8 e
101,9 típicos do componente principal a-g-glucopiranana que
aparece., no sobrenadante (35). Um sinal menor de C-l em <5 104,8
corresponde a um sinal de um componente galactomanana ao in -
vis da liquenana que daria também outros sinais em 6 105,1 e
106,0. O produto insolúvel estava presente numa proporção mui
13 ~to pequena,' pois seu espectro de C-n.m.r. nao continha um 
sinal típico de C-l em 6 101,3. Ò sobrenadante dessa precipi­
tação a frio, acima descrita, continha uma a-g-glucana e uma 
galactomanana que foram fracionadas usando solução de Fehling. 
A a-g-glucana solúvel foi isolada do sobrenadante do passo de 
Fehling e tinha uma rotação especifica de +243°. Seu espectro 
de ^C-n.m.r. mostrou semelhanças aquele da isoliquenana* em­
bora um sinal maior em 6 101,0 e outro menor em 6 7 9 ,3..indi -. 
_ __ _
0 espectro de C-n.m.r. da isoliquenana e de interesse de£ 
de que a relação de sinais de ^-substituídos C-3 e C-4 em 
6 62,1; 81,9 e 79,3 respectivamente é 66:34, indicando uma
proporção maior de resíduos 3-jD-substituídos do que os valjo 
res de 60% (16) e 55% (60) que foram previamente citados.
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cassem algumas diferenças estruturais (as proporções das li­
gações (1 4) são menores). Análises de metilação indicaram
que as ligações (1 3) e (1 ■+ 4) estavam presentes, respecti
vãmente, nas proporções de 69% e 22%, com estrutura repetiti­
va preponderante como em 8 ,^ com três ligações consecutivas 
(1 -*■ 3) interceptadas com ligações isoladas (1 4) . Uma peque
-a-g-Glcp-d -*■ 3)-a-Ç-Glcp-(1 -*■ 3)-a-Q-Glcp-(1 3)-a-D-Glçp-(l -+ 4)-
8
na proporção de ramificações estava presente ,
com unidades terminais não redutoras (4%); 3,4- (3%) e 2,3 - 
di-O-substituidas (2%) . As ligações (1 3) e (1 4) da glu-
cana estão distribuídas regularmente ao longo da cadeia li­
near, tendo em vista os dados da degradação de Smith forneci­
dos a seguir. O poliol resultante foi submetido a uma hidrólise 
ácida branda e o produto obtido forneceu dois pontos princi­
pais por c.p. A mistura foi fracionada por cromatografia em 
coluna de celulose, dando, na ordem de emergência, três produ 
tos numa relação de 17:30:4. O componente principal tinha uma 
rotação especifica de +177°, e por hidrólise deu glucose e 
eritri-tol*. Analises de metilação mostraram que as unidades 
glucopiranosil estavam presentes como terminais não redutores 
e unidades 3-0-substituídas numa relação de 1:2. Estes dados 
são consistentes com uma estrutura O-a-D-glucopirancsil (l->- 3)- 
O-a-g-glucopiranosil-(1 3)-O-a-D-glucopiranosil-(1 2)- Q -
eritritol (Estrutura 9J . Correspondente com esta estrutura,
a -g-Glcp- (1 3)-a-g-Glcp- (1 3)-a-Q-Glcp-(1 2) -Ç-eritritol
9
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que tem três unidades de glucopiranosil , o espectro de
13 ~C-n.m.r. contem três sinais de C-l em 6 100,9; 100,8 e
99,5; além de três sinais corrrespondentes a carbonos 0 -sub£ 
tituidos em 6 82,2; 82,0 e 80,3 e cinco sinais corresponden 
tes a grupos hidròxílicos primários não substituídos em 6 64,3; 
62,4; 62,1 (2 sinais) e 61,5. O outro produto da degradação 
de Smith pareceu ser um derivado O-hidroxietilideno de 9 e 
dessa forma., a glucana originai., .teria uma .estrutura--principal 
repetida <8 , lembrando a estrutura postulada para a glucana já 
isolada do líquen Stereocaulon japonicum (76) .
Uma glucana precipitada após congelamento e degelo de 
uma extração aquosa quente de Cladonia alpestris <42), conti­
nha glucose (91%), manose (5%) e galactose (3%) e foi homogê­
nea por ultracentrifugação, tendo um coeficiente de sedimenta
ção de 2.1 S. A glucana tinha a configuração a desde que seu 
13espectro C-n.m.r. continha dois sinais de C-l em campo alto 
em ô 100,8 e 101,8 (35). Após metilação os produtos foram 
convertidos a acetatos de O-metilglucitol e analisados por 
g.l.c.-m.s., usando uma coluna capilar revestida com OV-225—  
OV-17 (3:1) onde derivados 2,3,6- e 2,4,6- foram detectados . 
Suãs proporções relativas indicaram que as unidades glucopira 
nosil ligadas (1 3) e (1 4) estavam presentes numa rela -
ção de 1:1. Estas estavam distribuídas regularmente ao longo 
de uma cadeia linear desde que umã degradação de Smith, ipcor 
porando condições hidrolíticas suaves, deu por c.p. um único 
ponto correspondente ao 2-O-a-g-glucopiranosil-g-eritritol , 
como na glucana de Aspergillus niger (nigerana) (6 , 7), Estru 
tura 1_. Como no líquen C. alpestris3 uma ct-g-glucana insolú - 
vel na água foi obtida por congelamento de um extrato aquoso
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quente do líquen Claãonia confusa (42). A glucana resultante
tinha uma rotação específica de +189°, e deu um espectro de
13 -
C-n.m.r. semelhante aquele da a-glucana de C.alpestris. Re­
síduos 3-0- e 4-0-substituídos também estavam presentes em uma 
relação de 53:47 (análises de metilação) e estavam distribuí­
dos regularmente ao longo de uma cadeia linear como evidencia 
do pela formação de 2-0 -a-y-glucopiranosil-g-eritritol através 
de vima degradação de Smith.. -JL glucana tinha- uma estrutura se­
melhante àquela da nigerana (6,7), Estrutura 1_.
É de interesse citar que várias glucanas isoladas de 
liquens têm se mostrado ativas contra sarcomas sólidos 180 im­
plantados subcutâneamente em ratos.
0 principio ativo isolado em um estado puro do líquen
Gyrophora esculenta Miyoshi (68), vima glucana tipo pustulana
contendo ligações a-g-(l ->-6), mas diferindo desta por conter
4-10% de grupos acetil situados em 0-3 (74), mostrou efeito 
antitumorlgeno ativo. O grau de inibição foi de 99,1% e uma 
regressão completa do tumor ocorreu em oito dos dez ratos tes_ 
tados (21). Desacetilação abaixou a atividade, e troca de gru­
pos 0-acetil por grupos 0 -metil da glucana, forneceu produtos 
inativos (74).
De modo semelhante, glucanas parcialmente acetiladas 
têm sido isoladas dos liquens Lassalia papulosa (Ach. ) L. 
(68,74) e Vmbilicaria sp (57), com grau de inibição de 98,4% 
(68) e 97% (57) e uma regressão completa do tumor em nove (63) 
e seis (57) dos dez ratos testados, respectivamente. Liquena- 
na e isoliquenana isolados do l í q u e n  C. -islandica (L.) 
Ach. var. orientalis Asahina mostraram graus de inibição de
100% e 99,6%, respectivamente (21).
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Embora poucos trabalhos têm sido feitos sobre a dis - 
tribuição de polissacarídeos liquênicos, aqueles do tipo li - 
quenana ocorrem em muitos líquens, com ou sem polissacarídeos 
tipo isoliquenina (21).
O mecanismo de ação antineoplãsica destes polissacarí 
deos i considerada como sendo dependente da reação do hospe - 
deiro, isto ê, apresentarem seus efeitos mediados pelo hospe­
deiro,. pois a inibição do tumor. .s_5_._sue toxna-pexcepiív-el - no 
grupo tratado depois da segunda semana. E nenhuma das amos - 
tras ativas se mostrou diretamente citotõxica (21,74).
Convém também citar o efeito antineoplãsico sobre sar 
coma-180 implantado em ratos obtido de extratos de alguns fun 
gos basidiomicetos (21).
Como se pode observar, os líquens são sugeridos como 
uma fonte promissora de polissacarídeos com este tipo de efei 
to antineoplãsico (21) e fica portanto justificado seu estudo 
mais detalhado em termos de isolamento, purificação e análise 
química estrutural para futuros testes.
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MATERIAIS E MÉTODOS
Métodos gerais: as rotações ópticas foram obtidas com 
polarímetro automático Perkin-Elmer, modelo 141 a 25°. Para 
estas determinações os polissacarídeos e o oligossacarídeo fo 
ram solubilizados em água.
As evaporações foram realizadas em evaporador rotató­
rio, modelo Buchi, à vácuo e em banho de água na temperatura 
média de 50°, com excessão dos produtos de formõlise de amos­
tras metiladas, onde a temperatura do banho de água foi de 
30°.
As medidas de pH foram usualmente tomadas à temperatu 
ra ambiente em aparelho Clamann - Gralmert MV 85 (Dresden).
As determinações espectrofotométricas foram efetuadas 
em aparelho Coleman Junior, modelo 6A, para a região do espec 
tro visível.
0 componente heteropolissacarldico foi submetido a 
eletroforese em fitas de acetato de celulose (Cellogel), uti­
lizando tampão barbital 0,04 M; pH 8,6 e tampão borato de-só­
dio 0,05 M; pH 8 ,6 . A corrida foi de 80 minutos, com 200 V e 
1,5 mA por fita, em equipamento Fanem Ltda., com câmara delmer 
são da Chametron. 0 componente 8 -g-glucana também foi exami­
nado por eletroforese utilizando tampão borato de sódio 0,05 M; 
pH 8,6; nas mesmas condições já citadas. P a r a  visualizar.proteína
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utilizou-se o sistema com Coomassie brilliant blue R250 (69) e 
para visualizar glicoprotelna empregou-se o reativo de Schiff (62).
A cromatografia liquida-gasosa (g.l.c.) foi realizada 
em cromatõgrafo Varian, modelo 2440, com detector de ionização 
de chama, usando-se nitrogênio como gás de arraste num fluxo 
de 37,5 mL/min. A temperatura da câmara de injeção foi de 200° 
e do detector 250°. A seguinte cõluna foi empregada: a) colu­
na de aço inoxidável (200 x 0,15 cm d.i.) empacotada com 
ECNSS-M a 3% (p/p) sobre "Gas Chrom* Q" de 100-120 mesh. Esta 
coluna foi utilizada para a determinação quantitativa dos ace 
tatos de alditõis (â temperatura de 180° ou com programação de 
temperatura de 130 a 180°, com variação de 4o por minuto) e 
dos acetatos de alditõis parcialmente metilados (â temperatu­
ra de 160°), sendo seus tempos de retenção (T) relativos ao do 
xilitol penta-O-acetato e do 1 ,5-di-0-acetil-2,3,4,6-tetra - 
O-metil-g-glucitol, respectivamente.
As determinações quantitativas dos materiais analisa­
dos por g.l.c. foram obtidas de acordo com o método da trian­
gulação, segundo Sawardeker et a l . (65).
A cromatografia llquida-gasosa acoplada a espectrome- 
tria de massa (g. 1 . c.-m. s .) foi realizada com os derivados ace 
tatos de alditõis parcialmente metilados em espectrômetro mar 
ca Finnigan, modelo 4000, dotado de um sistema de dados Inco 
2300 e equipado com colunas capilares (0,25 mm d.i.,x 30 m) , 
revestidas com; b) OV-17; c) DB-210; d) OV-225 —  OV-17 (3:1, 
p/p e 1:3, p/p). Os espectros foram obtidos por impacto de 
elétrons, repetitivamente a cada dois segundos, desde massa 40 
até massa420. As injeções foram feitas diretamente na coluna a 
50°, e então, o aparelho foi rapidamente programado (40°/min)
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a 220° (então mantido). O gás de arraste foi o hélio com uma 
velocidade linear de 22 cm/s. Identificação final dos produ - 
tos foi realizada por co-injeção com padrões e as áreas dos 
picos foram obtidas por integração automática.
Sobre metilação do heteropolissacarídeo, acetato de 
2 ,3-di-O-metil-xilitol foi identificado como um produto usan­
do a coluna de OV-225 — OV-17 3:1, p/p (coluna d) conduzido a 
uma ambiguidade desde que o produto acima é idêntico ao isõme 
ro 3,4-di-O-metil. Para distinguir entre os dois tipos de
substituição, a mistura de aldoses-O-metiladas foi tratada com 
ácido clorídrico 3% em metanol, a refluxo, por três horas e o 
produto resultante foi examinado por g.l.c. usando a coluna de 
DB-210 (coluna c), 50°, rapidamente programada a 200° (então 
mantido) .
Para a análise dos glicosldeos octil-acetilados utili 
zou-se a seguinte coluna; e) coluna capilar de quartzo(0,32 mm 
d.i. x 60 m) quimicamente ligada com Durowax-4 (J & W.Scientific). 
As injeções foram feitas diretamente na coluna a 50° e então 
rapidamente programada (40°/min) até 230° (então mantido). 0
gás de arraste foi o hidrogênio, com velocidade linear de 80 
cm/s. G.l.c.-m.s. foi realizada em espectrômetro Finnigan, mo 
delo 4000 nas mesmas condições já descritas..
As cromatografias em papel (c.p.) foram efetuadas pe­
los métodos ascendente e descendente, utilizando-se como su - 
porte papel Whatman n9l, com os seguintes sistemas de solven­
te; f) método ascendente* utilizando benzeno-n-butanol-piridi^ 
na-água (1:5:3:3, v/v, fase superior). Como visualizador dos 
açúcares obtidos por hidrólise ácida total (TFA 2 M, 100°, 15 h 
(2) ou H 2S0 4 0,5 M,- 100°, 18 h, neutralização BaCC>3 ) '  ^^ 7)
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utilizou-se nitrato de prata alcalino (72) ou cloridrato de 
para-anisidina (40) e suas respectivas migrações foram compa­
radas aos padrões utilizados de glucose, galactose, manose e 
xilose. A migração do oligossacarideo da extração metanòl-ãgua 
4:1 foi relacionada â da g-galactose (R(;AL) ; g) método descen 
dente, utilizando n-butanol-etanol-ãgua (2:1:1, v/v). Como vi_ 
sualizador dos oligossacarideos obtidos pela degradação de 
Smith controlada do heteropolissacarldeo e da 0-D-glucana uti 
lizou-se nitrato de prata aquoso 10% e hidróxido de amónia 
concentrado (1:1, v/v), (59). A revelação foi feita em estufa
a 120° e as respectivas migrações foram comparadas ao padrão 
utilizado de l-O-0-D-glucopiranosil-D-glicerol (R„~); h) mi- 
todo descendente, utilizado n-butanol-etanol-ãgua (40:11:19 , 
v/v), com o mesmo procedimento de visualização (59) e revela­
ção do sistema g.
A cromatografia em camada delgada (t.l.c.) foi efetua 
da em placas de sílica gel Merck (20 x 20 cm com 0,25 mm de 
espessura) com o seguinte sistema de solvente; i) benzeno- 
etanol-ãgua-ãcido acético (200:47:15:1, v/v) e a visualização 
foi feita por nebulização da placa com solução de metanol-ãc:L 
do sulfúrico (9:1, v/v), seguindo-se de aquecimento a 100° du 
rante 15 minutos. As migrações dos monossacarídeos obtidos por 
hidrólise ãcida total (TFA 2 M, 100°, 15 h) foram comparadas 
'aos mesmos padrões utilizados no sistema f. -
. A determinação de açúcar total foi feita pelo método
do fenol-ácido sulfúrico descrito por Dubois e colaboradores 
(18); proteínas totais, pelo método do Lowry e colaboradores 
(51); conteúdo de pentoses do heteropolissacarldeo por uma can 
binação dos métodos de Albaum e Umbreit (1) e Dische (17) e
22
nitrogênio tòtal, pelo método de micro-Kjeldahl.. (58) .
0 ponto de fusão da a >a-Q-trealose foi obtido em .apa­
relho HMK 69 - 268-L, usando-se termômetros de Anschúzt. Os va
lores de peso seco dos polissacarídeos foram obtidos com amos 
tras em estufa a 100° até peso constante.
Coleta e preparo do material: o líquen Cora pavonia foi cole­
tado na Serra do Mar-Paranã-Estrada da Graciosa, a aproximada 
mente 1,0 Km do posto de Policia Florestal em direção a Morre
tes a uma altitude de 900 metros e situado na encosta do mor­
ro, em locais Íngremes, onde é difícil o desenvolvimento de 
plantas superiores. Como seu crescimento é em barrancos e co- 
letâneamente com outras espécies vegetais, como musgos e di - 
versas plantas rasteiras, foi necessário cuidadosa limpeza da 
superfície liquênica com posterior exposição ao ar e sol, ou 
em estufa, com ventilação, â temperatura de 60°, para secagem.
Apôs completamente secos (150 g) foram fragmentados e 
extraídos a refluxo por duas vezes consecutivas com benzeno - 
etanol (9:1, v/v; 1,5 L) na temperatura de 70° por três horas. 
A seguir o material foi filtrado ainda quente.
Isolamento e cristalização da g,g-D-trealose: o resíduo liquê 
nico seco (135,18 g) proveniente da extração benzênica foi a 
seguir tratado a refluxo com metanol-^água (4:1, v/v,' 1L) 'por 
um período de 3 horas, filtrado a quente, e o filtrado, evapo 
rado a vácuo ati secura, foi tratado em solução aquosa com re 
sinas Dowex 5 0W x 8 (forma H+) e Dowex 2 x 8  (forma HCO3). Fil^ 
tração seguida por evaporação a vácuo proveú um resíduo de 
6,7 g, que correspondeu a 4,4 g% do peso do líquen original.
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Foram analisados por c.p. (sistema f) o resíduo solúbilizado 
em água e os seus respectivos produtos apôs hidrólise ácida to 
tal (TFA 2 M, 100°, 15 h).
Do resíduo anterior (3,0 g) foram submetidas ao pro - 
cesso de cristalização em meio etanôlico (19) e mantido em 
"freezer" por vários dias.
Isolamento e purificação dos polissacarldeos
a . Extração aquosa
O líquen (125,16 g) que tinha sido previamente extraí_ 
do com benzeno-etanol e metanol aquoso foi tratado com água 
(2 L) , pH 7,0 a 100° por oito horas. O res*Iduoi foi filtrado en 
quanto quente e o processo de extração repetido cinco vezes 
nas mesmas condições. Os filtrados combinados foram congelados, 
com posterior degelo à temperatura ambiente, e o material in­
solúvel não carboidratado que se formou foi centrifugado e se 
parado. O sobrenadante (1 L) obtido foi concentrado a vácuo 
ati 200 mL e continha 5,5 g de polissacarldeo extraído que foi 
precipitado por adição de excesso de etanol. 0 produto polis- 
sacarldico foi dissolvido em água (200 mL) e adicionado de so 
lução de Fehling (200 mL) com posterior repouso em refrigera­
dor por 24 horas. O precipitado que se formou foi filtrado e 
lavado sucessivamente com hidróxido de potássio aquoso 2% a 
frio e metanol. O complexo cúprico foi decomposto por agita - 
ção em uma suspensão aquosa de resina Dowex 50W x 8 (formaH+) 
que foi filtrada e o filtrado concentrado para um pequeno vo­
lume (10 mL). Adição de excesso de etanol precipitou o hetero 
polissacarldeo que foi isolado. Este foi redissolvido em água,
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reprecipitado com solução de Fehling e dessa forma efetuado 
seu isolamento. 0 processo foi repetido por mais três vezes, 
até que a composição dos açúcares fosse constante.
O sobrenadante da primeira precipitação com solução 
de Fehling foi neutralizado com ácido acético 2 M,- dializado 
contra ãgua corrente por três dias e então dèsionizado com re 
sinas Dowex 50W x 8 (forma H+ ) e Dowex 2 x 8  (forma HCO^). A
solução foi concentrada para um pequeno volume (10 mL) , adi­
cionado de excesso de etanol e o polissacarídeo precipitado 
foi isolado após centrifugação. A preparação demostrou estar 
impura desde que quando tratada por solução de Fehling forne 
ceu um novo precipitado. Este foi removido, a glucana isola­
da, e o processo repetido por mais três vezes para remoção 
completa de impureza.
b . Extração alcalina
Com finalidade de se obter os componentes polissaca 
rldicos em maior rendimento, o liquen (100 g) foi extraído su 
cessivamente com benzeno-etanol e metanol aquoso em condições 
já descritas, e então tratado com hidróxido de potássio aquo 
so 2% (1 L) a 100° por duas horas. A mistura foi neutraliza­
da com ácido acético 2 M,- filtrada a quente, e o filtrado oon 
çentrado para um pequeno'volume (50 mL) foi adicionado de ex 
cesso de etanol. O polissacarídeo precipitado foi isolado por 
centrifugação e o sobrenadante etanõlico (900 mL) foi concen 
trado (20 mL) . O conteúdo do sobrenadante foi então tratado 
com excesso de etanol e centrifugado. O precipitado apresen­
tou rendimento de 11% do peso do líquen original. Uma alíquo 
ta (0,5 g) foi então dèsionizada com resinas Dowex 50W x 8
25
(forma H+ ) e Dowex 2 x 8  (forma HCO^) e analizada por c.p. 
(sistema f). O polissacarldeo isolado, como descrito anterior 
mente, por conter inositol liberado no tratamento com álcali, 
foi então redissolvido em água para purificação e o processo 
de precipitação etanõlica repetido. O polissacarldeo isolado 
estava livre de inositol e foi submetido ao processo com solu 
ção de Fehling, como jã descrito, provendo heteropolissacarl- 
deo e 8-g-glucana.
Hidrólise ácida total dos polissacarldeos obtidos das extra­
ções aquosa e alcalina e da g ,g-D-trealose: amostras dos pol:L 
meros e da g^-g^-g-trealose (cerca de 3 mg) foram tratadas com 
os seguintes ácidos, tempos e concentrações: a) TFA 2 M (2mL) 
e aquecidas a 100° em média durante 15 horas. Após hidrólise, 
o excesso de solvente foi removido por evaporação, até secura. 
Os resíduos foram então dissolvidos em água; b) H 2SO4 0,5 M 
(1 mL) durante 18 horas a 100°. Após hidrólise, a solução foi 
neutralizada com carbonato de bário, filtrada por papel e o 
filtrado evaporado até pequeno volume.
As soluções contendo as amostras hidrolisadas foram 
cromatografadas em papel (sistema f).
Redução e acetilação dos produtos de hidrólise ácida total; 
os monossacarldeos obtidos da a>g-ç-trealose e dos polissaca- 
rídeos hidrolisados foram reduzidos com boroidreto de sódio 
(67) na temperatura ambiente por 16 horas. Após esse período, 
com a finalidade de eliminar os cationtes sódio, as soluções 
reduzidas foram tratadas com resina Dowex 50W x 8 (forma H+ ), 
que converteu o sal borato sódio em ácido livre.
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As soluções foram, a seguir, filtradas por papel e os filtra­
dos resultantes foram evaporados à secura. O ácido bórico re­
sultante deste tratamento foi evaporado a vácuo como éster vo 
lãtil borato de metila, por sucessivas evaporações com meta - 
nol. Os alditõis foram acetilados, usando-se piridina-anidri- 
do acético (1:1, v/v,* 2 mL) , (67,75), na temperatura ambiente
por 12 horas, quando o processo de acetilação foi interrompi­
do pela adição de gelo picado. A mistura de reação foi trasfe 
rida para um funil de separação e os açúcares acetilados fo - 
ram extraídos com clorofórmio. A piridina residual foi elimi­
nada da preparação por tratamentos com ácido sulfúrico 0,5 M 
e em seguida a solução clorofòrmica foi lavada diversas vezes 
com água destilada, desidratada com sulfato de sódio anidro , 
filtrada por papel, e o solvente evaporado â vácuo. A análise 
por g.l.c. de cada amostra, na forma de acetatos de alditõis, 
foi conduzida na coluna a.
Desproteinização do heteropolissacarídeo e 8-Q-glucana obti - 
das da extração aquosa: a despíroteinização de cada fração foi 
feita utilizando-se enzimas proteolíticas (subtilisina . tipo 
VII) deixando a mistura em "shaker" por 18 horas a 37°. Repe­
tiu-se essa técnica por mais três vezes. A seguir utilizou-se 
hidróxido de sódio aquoso 40% num mesmo volume líquido que 
continha a amostra para se obter concentração final da soda na 
mistura de 20%, e esta foi deixada por 30 minutos em banho de 
água fervente. Após o que foi dosado proteína total pelo méto 
do de Lowry (51) e não se observou mais sua presença dentro 
dos limetes de sensibilidade do referido método. Após a des -
proteinização das frações obtidas da extração aquosa foram 
efetuadas todas as análises a seguir.
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Cromatografia em coluna de Sepharose 4B-200 (40,0 x 1,0 cm
d.i.) do heteropolissacarldeo: a amostra analisada (6 mg) foi 
elulda com água destilada na velocidade de escoamento de 18 
mL/h. Frações de 1 mL do eluato foram coletadas na temperatu 
ra ambiente e de cada tubo foi retirada uma alíquota de 0 , 02 
mL para determinação do açúcar total (18). O "dextran blue " 
(peso molecular médio 2 x 10 )^ foi eluldo dessa coluna com 
água destilada, nos volumes de eluição entre 10-13 mL.
Determinação das formas enantioméricas das unidades que compoem 
o heteropolissacarldeo: Apôs hidrólise ácida total do hetero
polissacarldeo com TFA 2 M em condições já mencionadas, fuco 
se e galactose foram isoladas da mistura por cromatografia de 
camada delgada sobre sílica gel como já descrito em métodos 
gerais. -
Determinação enzimática da galactose; para determinação da for 
ma enantiomérica da galactose foi utilizada a enzima galactose 
oxidase, purificada a partir do meio cie cultivo do fungo Po"ly_ 
povus circinatus (3). Tubos amostras contendo de 10 a 40 mg do 
açúcar e uma solução padrão contendo 22,5 mg do açúcar foram 
incubadas a 30° por 1 hora com o reagente cromogênico peroxi- 
dase-o-dianisidina e da enzima galactose oxidase. A absorbân- 
cia foi determinada a ,4 20 nm.
Determinação enzimática da fucose; a L-fucose desidrogenase 
obtida do meio de cultivo do fungo Pullulari.a pullulans foi 
utilizada para a determinação da forma enatiomérica da fucose, 
em virtude desta enzima ser especifica para ^-fucose e L-galactose(34).
28
Tubos amostras contendo de 5 a 20 mg do açúcar e uma 
solução padrão de ^-fucose contendo 15 mg do açúcar foram in­
cubadas a 30° por 1 hora com 50 mM de tampão glicina / NaOH 
0,1 M, pH 10,0; 3 mM de NAD+ e 0,1 unidades de enzima purifi­
cada. A reação foi acompanhada em espectrômetro Beckman - DB , 
termostatizado a 30° no comprimento de onda de 340 nm.. Uma 
amostra de g-galactose também foi testada e nenhuma atividade 
foi observada que permitisse supor a presença de £-galactose.
Derivatização e preparação das amostras monossacaridicas (pre­
paração dos 2-octil-glicosldeos acetilados) , e exame por g.l.c.- 
m. s . para a determinação das formas enantioméricas: Na ausên­
cia de enzimas especificas e considerando as pequenas quanti­
dades disponíveis, foi necessário converter a aldose a um de­
rivado glicosídico de um álcool quiral que se torna passível 
para exame em g.l.c.-m.s.
0 heteropolissacarídeo de Cora pavonia (25 mg) foi h:L 
drolisado com ácido sulfúrico 0,5 M em condições já menciona­
das. 0 hidrolisado foi fracionado em uma coluna de celulose 
usando uma mistura de n-butanol-água 19:1 (v/v) que eluiu fra 
ções contendo ramnose e fucose e depois fucose e xilose. Uma 
mistura de 8:1 originou frações contendo respectivamente xilo 
se e manose, manose, e glucose. Uma mistura de 4:1 proveu ga­
lactose. Padrões de monossacarídeos e misturas obtidas por fra 
cionamento do polissacarídeo hidrolisado foram derivatiza da s 
de acordo com o método de Leontein et al. ( 4 6 )  usan­
do (-)-2-octanol (ao invés do (+)-isômero) contendo um traço 
de ácido trifluoracético e mantido a 130°. A mistura foi con­
tida em um tubo fechado que foi imerso em um banho de õleo de
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silicone com temperatura controlada e agitado com uma barra 
magnética. Os resultantes octil-glicosídeos foram então aceti 
lados e analisados por g.l.c. (coluna e ) . G.l.c.-m.s. dos
octil-glicosideos acetilados foi realizada em espectrôme tr o 
marca Finnigan modelo 4000. As condições de acetilação e 
g.l.c.-m.s. já foram descritas anteriormente.
Metilação do heteropolissacarldeo: o heteropolissacarldeo dess 
proteinizado (20 mg) foi tratado com boroidreto de sõdio, à 
temperatura ambiente durante 15 horas. Apõs redução o meio al_ 
calino foi neutralizado com ácido acético 2 M, na temperatura 
entre 0 - 2o e dialisado contra água corrente durante 24 ho­
ras. A fração não dialisãvel teve seu volume reduzido (3 mL) 
e foi tratada com dimetilsulfato (5,0 mL) em solução alcalina 
aquosa (NaOH 40%, p/v, 10,0 mL) , sugundo processo descrito por 
Haworth (36,39), sob agitação vigorosa e constante na tempera 
tura ambiente (20 - 25°), por um período de 24 horas. Durante 
o processo acrescentou-se acetona ao sistema (2 mL) contendo 
os polissacarídeos parcialmente metilados, seguido de neutra­
lização com ãcido acético aquoso (50%, v/v) na temperatura en 
tre 0 - 2o . Os sais foram removidos por diãlise contra água 
corrente por 48 horas e, finalmente foi concentrada a vácuo 
(3 mL) . Esse processo foi repetido por mais duas vezes. "No fi^  
nal desta etapa de metilação o heteropolissacarldeo "parcial - 
mente metilado foi evaporado a vácuo até secura e submetido a 
novo processo de metilação com dime tilformamida (5,0 mL), õxi^ 
do de prata (200 mg) e iodeto de metila (5,0 mL) , sob agita - 
ção vigorosa e constante na temperatura ambiente (20 - 25°) e 
na ausência de luz, sugundo método de Purdie modificado por
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Kuhn et al. (39,45). O processo foi continuo por três dias com 
uma adiçao diária dos dois últimos reagentes. A seguir acres­
centou-se clorofórmio em excesso à mistura reativa e filtrou- 
se por papel. O filtrado clorofórmico foi evaporado â secura 
e o polissacarídeo permetilado foi convertido a acetato de al 
ditol parcialmente metilado, como será descri~to no último 
item dessa página.
Metilação da glucana: a glucana desproteinizada (10 mg) foi 
reduzida com boroidreto de sódio, e tratada com dimetilsulfa- 
to (3,0 mL) em solução alcalina aquosa (NaOH 40%, p/v, 6,0mL), 
segundo processo descrito por Haworth . Em seguida foi trata­
da com dimetilformamida (3,0 mL), óxido de prata (100 mg) e 
iodeto de metila (5,0 mL) , segundo método de Purdie modifica­
do por Kuhn et al. Em ambos os métodos de metilação a sequên 
cia do processo é a mesma daquela descrita anteriormente para 
o heteropolissacarldeo.
Metilação da g, g-D-trealose: a a,a-D-trealose (20 mg) foi me- 
tilada segundo método de Purdie modificado por Kuhn et al. nas 
condições descritas no Item metilação do heteropolissacarldeo.
Análise dos produtos de hidrólise ácida das amostras metiladas: 
amostras metiladas (5 mg) como já descrito no Item • anterior 
foram submetidas a hidrólise com uma solução aquosa de ácido 
fõrmico a 85% (v/v) em tubos de hidrólise e mantida a 100° du 
rante 2 horas. O excesso de ácido fÕrmico foi removido por 
evaporação (sob pressão reduzida) a 40° e os resíduos foram 
submetidos a nova hidrólise ácida com ácido sulfúrico 0,25 M
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a 100° por 16 horas. O excesso de ácido sulfúrico foi elimina 
do na forma de sal de bário, após processo de neutralização 
com carbonato de bário, filtrado, e o filtrado tratado com re
•r +sina trocadora de íons Dowex 50W x 8 (forma H ) (14,47) . Os
produtos de hidrólise foram a seguir reduzidos com boroidreto 
de sódio por 3 horas na temperatura ambiente, sendo o agente 
redutor destruído por adições cuidadosas de ácido acético aguo 
so 2 M.
Os cationtes sódio foram eliminados da preparação por 
tratamento com resina trocadora de ions Dowex 50W x 8 (forma 
H+) e o ácido bórico formado foi eliminado na forma de borato 
de metila por co-destilação com metanol. A acetilação dos al- 
ditôis parcialmente metilados foi realizada com anidrido acé- 
tico-piridina (1 :1 , v/v). Os produtos metilados na forma de 
acetatos de alditóis foram extraídos com clorofórmio, em funil 
de separação e analisados por g.l.c. (colunas a,b,c,d).
Determinação do consumo de meta-periodato e ácido fórmico li­
berado do heteropolisssacarldeo: o heteropolissacarldeo, pre­
viamente desproteinizado (20 mg) foi dissolvido em água (25mL) 
e oxidado com meta-periodato de sódio 0,01 M (25 nL) na tempe 
ratura entre 0 - 2o , durante 72 horas na ausência de luz. , Em 
paralelo foi feito um branco nas mesmas condições. A diferen­
tes intervalos de tempo foram retiradas alíquotas de 1 mL da
solução oxidante e do branco para análise do consumo de perio 
dato pelo método do tiossulfato de sódio, usando solução aquosa 
de amido a lg % como indicador (4,38,55) .
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Pelo consumo de periodato, em diferentes inter 
valos de tempo, expresso em moles de meta-periodato de sõdio 
consumido por mol de açúcar anidro, obtem-se um gráfico em que 
o valor real do periodato requerido para a completa oxidação 
do polissacarídeo é obtido extrapolando a curva para o tempo 
zero.
0 ácido fõrmico liberado _por mol de açúcar anidro (8.) 
no sistema de oxidação apõs 72 horas foi determinado em atmos 
fera de nitrogênio por titulação de alíquotas de 5 mL, com so 
lução padronizada de hidróxido de sódio 0,01 M, usando solu - 
ção de fenolftaleína a l g %  como indicador.
Degradaçao de Smith (hidr.suave) do componente heteropol is sacar ídi- 
co e da g-g-glucana: uma amostra do heteropolissacarldeo e
da 6-D-çjlucana (20 mg de cada) foram oxidadas com meta-perio­
dato de sõdio 0,05 M (50,0 mL) durante 72 horas entre 0 e 2o 
na ausência de luz. O excesso do agente oxidante foi destruí­
do pela adição de etileno glicol (3,0 mL) e a solução oxidada 
foi dializada contra água corrente por 2á horas. Após diãlis^ 
a solução contendo o polialdeldo foi concentrada a vácuo atê 
pequeno volume (5 mL) e tratada com boroidreto de sõdio na tem 
peratura ambiente por 12 horas. O excesso de agente redutor 
foi decomposto por adições'cuidadosas de ácido acético 2 M 
atê pH 6,0 na temperatura - de 0-2°. O produto da redução foi 
então dializado contra água corrente por 24 horas.
A fração não dialisãvel foi concentrada a um pequeno 
volume (3,0 mL) e o poliol sofreu hidrólise parcial em pH 2,0 
(o pH foi ajustado com I^SO^ 3 M ) , durante 40 minutos na tem­
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peratura de 100°. Após isso o meio ácido foi neutralizado com 
carbonato de bário e filtrado por papel. O filtrado foi trata 
do com resinas Dowex 50W x 8 (forma H+ ) e Dowex 2 x 8  (forma 
HCO^) e após filtração foi concentrado a um pequenó volume e 
cromatografado em papel (sistemas b e c) (27).
Ultracentrifugação dos polissacarideos de Cova pavonia: os coe 
fiei entes-.de--sedimentação -doe -polis sacar ideos foram dete-rmi-na 
dos em uma solução aquosa de 0,45% em NaOH 0,1 M (2 mL) 20°, 
a 50.000-52.732 r.p.m., em uma ultracentrifuga analítica mode 
lo E Beckman.
As seguintes etapas foram necessárias para o cálculo 
dos coeficientes de sedimentação dos polímeros:
a) medir a distância Y entre a ordenada máxima de cada pico e 
a borda do eixo (ponto de referência) que, neste 'caso, es­
tava a 7,3 cm do centro de rotação do rotor. A operação foi 
repetida para cada fotografia obtida.
b) as tomadas fotográficas foram feitas, neste caso, a inter­
valos de 4 minutos após a velocidade atingir 52.732 r.p.m., 
do rotor contendo a célula a um prato de vidro. O prato de 
vidro representa a célula, mas com um fator de ampliação (M)
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de 1/0,4637 para transformar Y na distância real (em cm.). 
A distância entre o ponto de referência e a ordenada máxi­
ma de cada pico sobre o prato foi medida com um "Profile 
Projector" NIKON, onde o prato foi projetado sobre uma te­
la e a distância Y medida pelo uso de um micrômetro acopla 
do ao sistema.
c) subtrair esse valor de 7,3 cm para determinar a distância
~ _ Y
do pico ao centro de rotaçao do rotor, donde: x = 7,3 -0,4637
Y
d) determinar l o g ^  7,3 - Q 4 5 3 7  = log x
e) graficar log x contra tempo (min.)
f) determinar a inclinação = d T
g) s = —^3- x ã-'-r onde a)2 = radianos/segundo = (2 tt -
(jQ CL “C  b U
e onde d ^  = -2-'-303 x A -10? T.dt 60 x dt
-13h) dividir o valor obtido por 10 para expressar o resultado 
em unidades Svedberg (S). Sendo que £ é o simbolo para o
coeficiente de sedimentação e S ê usado para expressar uni
dades Svedberg (por exemplo, s = 9,3S) .
- 13 ■»Ressonância de C-n.m.r. do oligossacarldeo e dos polissaca-
•r ' 13rldeos: ò espectro de C-n.m.r. do heteropolissacarídeo pro­
veniente da extração alcalina foi obtido pelo uso de um espec 
trômetro Bruker AM-360 WB incorporando a técnica de'transforma 
ção de Fourier. O heteropolissacarídeo (42 mg) foi dissolvido 
em D2O e esta solução foi colocada em um tubo de 20 cm de com 
primento e 10 mm de diâmetro e mantida a 33°. Os parâmetros 
espectrais foram "spectral vidlb" de 13.519 Hz, "acquisition 
time" de 0,44 s, "pulse width" de 21,0 ys e "number of scans"
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de 65.651. Para as outras determinações as amostras foram dis 
solvidas em D 2O, e as soluções foram colocadas em tubos com 
20 cm de comprimento e 12 mm de diâmetro e mantidas a 70°. O 
espectrõmetro usado foi um modelo Varian XL-100-15, também in 
corporando a técnica de transformação de Fourier. Os parâme­
tros espectrais foram diferentes, sendo o "spectral width" de 
5000 Hz, "acquisition time" de 0,40 s e "pulse width" de 20,0 ys. 
Os carboidratos -examinados foram a glucana, obtida.- -via extra­
ção aquosa (50 mg, "number of scans" de 109.024), heteropoli£ 
sacarídeo, obtido via extração aquosa (50 mg, "number of scans" 
de 124.616) e o extrato contendo trealose (200 mg, "number 
of scans" de 34.800).
Nos experimentos acima os deslocamentos químicos fo­
ram expressos em ô (p.p.m.), relativos â ressonância do T.M.S., 
determinado em experimento separado (25). Para o caso das cor
ridas conduzidas a 33° um fator de correção de + 0 ,6 p.p.m.foi
_ o
usado, de tal forma que os valores Ô correspondessem aqueles obtidos a 70.
Componentes amino-acldicos do líquen bruto: o hidrolisado (HCl 
6 M, 105°, 6 h) representando em peso conhecido do líquen bruto 
foi analisado através de um analisador automático de amino - ácidos 
Spinco Modelo 120 C, empacotado ccm resina do tipo UR-30, ccm tempo 
decorrida de 250 min. (as condições são fornecidas pelo manual de 
procedimentos da Spinco 120 C-PM-1). A coluna (57 x 0,9cm de d.i.) 
foi operada a 55° com tampão citrato 0,2 M, pH 3,28 utilizado 
para os primeiros 135 min., seguido por tampão pH 4,25, num f!ha 
xo dí=. 6 5 mL/h. A análise quantitativa dos amino-ácidos foi 
feita colorimetricamente (ninhidrina-dicloreto de estanho, 
570 nm).
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RESULTADOS E DISCUSSÃO
Isolamento, purificação e composição do oligossacarídeo e dos 
polissacarídeos de Cova panonia (Sw.)'Fr.: este liquen é conhe 
eido comumente no Brasil como "asa de papagaio", é um dos pou 
cos liquens cujo micossimbionte é um basidiomiceto, e que não 
tinha sido, até o momento, submetido a análises químicas. No pre 
sente estudo, os componentes proteicos e carboidratados foram inves­
tigados e cemparados can liquens cujo xnicossimbicnte é um asoomiceto (28) .
0 conteúdo proteico de C. pavonia é de 36% consideran 
do a ausência de quitina, desde que na análise de amino-ácidos 
ao menos 83% deles foram detectados. Desta forma, uma quantidade 
muito pequena de quitina deve estar presente na amostra. O volor en­
contrado de 36% é bastante alto quando comarado com valores de
4-20% relatados para liquens ascomicetos (28). A análise dos 
amino-ácidos (Tabela I) revelou um alto valor para a tirosina, 
de 10%, a qual constituiu somente 4% do total dos amino ácidos 
em liquens ascomicetos (28).
Extração a quente com benzeno-etanol de C.pavonia re 
moneu material não polar que foi descartado, sendo o resíduo 
a seguir tratado com metanol aquoso 80% sob refluxo, que solu 
bilizou carboidratos de baixo pêso molecular e álcoois (Esque^ 
ma I). O extrato, após desionização, forneceu por c.p. (siste 
ma f) um componente principal com 0,4 e rendimento de 4,3%
e traços de um outro componente com identificado co
mo manitol e com um rendimento de 0,13%, determinado por g.l.c.
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ESQUEMA I
PROCESSOS DE EXTRAÇÃO E FRACIONAMENTO DOS COMPONENTES QUlMICOS 
EXISTENTES NO LlQÜEN Co?a pavonia (S.w.)Fr. A. EXTRAÇÃO AQUOSA
LÍQUEN LIMPO E SECO (150 g)
benzeno-etanol 9:1(v/v) 
sob refluxo, 4h 
filtração à_ quente
LÍQUEN DESLIPIDIFICADO (135,13 g)
Metanol-ãgua 4:1(v/v) 
sob refluxo, 6h 
filtração â quente
r
LÍQUEN RESIDUAL (135,16 g)
âgua 100°
8 h (Sx^  ^
filtração à quente
EXTRATO METANOL-AQUOSO
TREALOSE (4,3%) 
(+ traços de manitol )
í
LÍQUEN RESIDUAL EXTRATO AQUOSO
congelamento 
degelo a temp. amb.
i------------ -^------
PRECIPITADO
material insolúvel 
não carboidratado 
que foi centrifuga 
do.
 }
SOBRENADANTE (4,7%)
fração solúvel em 
água fria. 
8-D-glucana 
heteropolissacarídeo
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TABELA I
Composição em aminoãcidos do líquen Cora pavoni-a (conteúdo 
proteico de 36,05 %).
Amino-ãcido PMCa Amino-ãcido PMCa Amino-ãcido PMCa
Triptofano*3 - Serina 4,6 Valina 5,7
Lisina 5,0 Ácido glutâmico 7,9 Metionina*3 -
Histidina 2, 2 Prolina 3,8 Isoleucina 4,3
Arginina 4,8 Glicina 4,3 Leucina 6,4
Ãc ido aspártico 8,8 Alanina
l—1
LO Tirosina 10,1
Treonina 4,7 Meia-cis tina*3 - Fenilalanina 5,3
TOTAL 00 U> o
cl «Percentual da composição molar (amonia liberada: 1,6%)
b Não determinado
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após redução e acetilação do extrato, na forma de acetatos de 
alditõis (coluna a). Estes componentes não forneceram teste 
positivo frente ao reagente de para-anisidina. O produto da 
hidrólise ácida total do extrato foi caracterizado por c.p. 
(sistema f) como glucose, e a amostra metilada, guando anali­
sada por g.l.c. na forma de acetatos de alditõis parcialmente 
O-metilados (coluna a) forneceu um único pico correspondente 
ao 1,5-di-0-acetil-2,3,4,6-tetra-O-metil-D-glucitol (Tabela II). 
Como os dados de metilação indicaram a presença de uma gluco- 
biose não redutora, este componente foi então identificado co 
mo sendo a a^a-D-trealose, desde que tinha uma forte rotação
específica de + 174° indicando configuração a-D, e seu espec-
13 -tro de C-n.m.r. continha seis sinais, ao inves dos doze es­
perados, com deslocamentos químicos típicos em 6 62,4; 71,5; 
72,3; 74,3 e 95,1 correspondentes, aqueles da a-, a-D-trealose .0 
deslocamento químico de C-l em campo relativamente alto em 
6 95,1 ê também indicativo de configuração a (Figura 1),(30, 
35). O material foi então cristalizado na forma de dihidrato 
apresentando p.f. de 97° e esse mesmo valor foi obtido eòmbi- 
nando-se o composto com um padrão.
0 líquen, previamente tratado com benzeno-etanol e me 
tanol aquoso, foi submetido a dois procedimentos com a final.i 
dade de isolar os componentes polissacarídicos. Um deles foi 
uma extração aquosa a quente (Esquema I), seguida de evapora­
ção parcial, congelamento e degelo suave. Este é um procedi - 
mento padrão no caso de liquens ascomicetos porque uma gluca- 
na insolúvel frequentemente pode ser isolada. Contudo, no pre
sente experimento, o precipitado era de constituição não car- 
boidratada e foi descartado. Os carboidratos no sobrenadante
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TABELA II
Detecção por g.l.c. dos acetatos de alditõis parcialmente 
O-metilados formados do extrato metanol-aquoso por análise de 
metilação•
Alditola Tb M o l % no extrato
2,3,4,6-Me4-D-Glc 1,0 100,0
a Coluna (a), isoterma a 160°
Tempo de retenção (T) relativo ao do 1,5-di-0-acetil-2,3,4, 
6-tetra-O-metil-D-glucitol.
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B
1___ I
Figura 1.
13,Espectros de C~n.ir..r. do oligossacarideo a> a-g—trealose, em 
óxido de deutêrio (D2O), a 70°. Os deslocamentos químicos 
são expressos em 6 p.p.m. baseado na ressonância do TMS ob­
tido em um experimento separado.
A) a ,a-D-trealose padrão
B) a ,-a-D-trealose isolada de Cora pavonia (S w.)Fr.
OH
Estrutura do oligossacarldeo 
a /a-D-trealose.
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representavam 4,7% do líquen original (Esquema I), consistin 
de polissacarídeo, que após hidrólise ácida total (sistema b) 
foi cromatografado em papel (sistema f) e apresentou compo - 
nentes com migrações compatíveis com a glucose, galactose, ma 
nose e xilose. Estes componentes forneceram teste positivo 
frente ao reagente de para-anisidina. Após redução e acetila- 
ção do material hidrolisado a amostra foi analisada por g.l.c. 
na..forma de acetatos de alditõis (coluna a) e continha ramno- 
se, fucose, xilose, manose, galactose e glucose numa relação 
molar de 5:12:22:19:15:27 (Tabela III A).
0 polissacarídeo foi submetido a fracionamento com so 
lução de Fehling originando o heteropolissacarídeo, isolado 
via seu complexo cúprico insolúvel e a glucana, obtida do so- 
brenadante. Foi necessário conduzir quatro precipitações su - 
cessivas do heteropolissacarídeo com solução de Fehling para 
se obter uma amostra com relação de açúcares constante, que 
após hidrólise ácida total (sistema b) foi analizada por c.p. 
(sistema f) e apresentou componentes com migrações compatí - 
veis com a glucose, galactose, manose e xilose. A amostra hi 
drolisada foi a seguir reduzida, acetilada e analisada por 
g.l.c. na forma de acetatos de alditóis (coluna a) e continha 
ramnose, fucose, xilose, manose, galactose e glucose numa re­
lação molar de 4:10:32:29:17:8 (Tabela IV A ) . 0 conteúdo to­
tal de pentoses-desse polímero foi de 31,6% em concordância 
com o valor obtido acima. O heteropolissacarídeo, assim obti­
do, apresentou um rendimento final de 0,06%. De maneira seme­
lhante, quatro tratamentos foram necessários para remover o 
heteropolissacarídeo da glucana, via precipitação com solução 
de Fehling antes que uma amostra pura fosse obtida num rendi-
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mento de 0,04%. O produto de hidrólise ácida total (sistema b)
I
da glucana assim purificada, foi caracterizado por c.p. (sis­
tema f) e por g.l.c. ha forma de acetato de alditol (coluna a)
como glucose. Este produto hidrolisado deü teste positivo fren
13te ao reagente de para-anisidina. O espectro de C-n.m.r. da 
glucana e do heteropolissacarídeo são mostrados nas Figuras 2 
e 3 A, respectivamente.
O outro processo de extração envolveu tratamento com 
hidróxido de potássio aquoso a quente, seguido por neutraliza 
ção (AcOH) e isolamento do material (15,5%) via precipitação 
com etanol. O sobrenadante etanólico (rendimento de 11%)forne 
ceu dois componentes não redutores por c.p. (sistema f) com 
Rj 1,0 e Rj 1,26 e que quando submetido a hidrólise ácida to­
tal (sistema a) e analisado por c.p. (sistema f) apresentou 
um produto com 2,26 cromatograficamente semelhante a gluco 
se, e outro componente com R 1,0, provavelmente inositol.Uma 
preparação polissacarídica livre de inositol foi obtida por 
precipitação com etanol, a partir da solução aquosa, e após 
hidrólise ácida total (sistema b) foi analisada por c.p. no 
mesmo sistema, e apresentarido os mesmos componentes descritos 
anteriormente para a extração aquosa. O material hidrolisado, 
após redução e acetilação, foi analisado por g.l.c. na forma 
de acetatos de alditõis (coluna a) e ccntinha ramnose, fucose, xilose 
manose, galactose e glucose numa relação molar de 5:9:23:2-1: 
13:28 (Tabela III B). Do primeiro processo de fracionamento 
com solução de Fehling, como já anteriormente descrito, obte­
ve-se a glucana, ainda impura, com rendimento de 1,32% e o he 
teropolissacarídeo, que foi submetido a novo fracionamento ccm 
solução de Fehling e apresentou vim rendimento de 0,18%. Após
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hidrólise ácida total (sistema b) o heteropolissacarídeo foi 
analisado por c.p. (sistema f) nas mesmas condições e apre - 
sentando os mesmos componentes já citados para a extração a­
quosa. O material hidrolisado foi reduzido, acetilado e ana­
lisado por g.l.c. na forma de acetatos de alditõis (colunaa) 
apresentando uma relação molar de ramnose, fucose, xilose,ma 
nose, galactose e glucose de 3:13:36:32:11:5, próxima ãquela 
obtida do material isolado viu extração aquosa (Tabela IV B) .
Os dois diferentes processos de extração do líquen o
riginaram glucanas e heteropolissacarídeos virtualmente idên
- 13ticos de acordo com os espectros de C-n.m.r. semelhantes
(Figuras 2 e 3 A e B, respectivamente). Desde que as estrutu 
ras e rendimentos da glucana e heteropolímero teriam sido com 
parãveis, quando obtidos via extração aquosa e alcalina, so­
mente os produtos obtidos via extração aquosa foram examina­
dos mais exclusivamente.
Testes de homogeneidade a que foram submetidos os polissaca- 
rídeos de C. pavonia obtidos da extração aquosa.
- ultracentrifugação: um dos mais importantes métodos para 
determinar a homo-- ou heterogeneidade de um polissacarídeo ê 
a ultracentrifugacão analítica. A presença de macromoléculàs 
pode ser detectada, os coeficientes de sedimentação determi­
nados e o peso molecular da molécula estimado. No caso de 
sistemas com múltiplos componentes, o número e a quantidade 
relativa desses na amostra podem ser averiguados.
O princípio do método é muito simples: as moléculas 
em solução são submetidas a altas forças centrífugas e suas
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TABELA III
Análise por g.l.c. A) dos produtos de hidrólise ácida total 
da fração solüvel -em água fria (-sobrenadante) resultante do 
congelamento e degelo do extrato aquoso e B) dos produtos de 
hidrólise ácida total do extrato alcalino (precipitado eta- 
nõlico total), na forma de acetatos de alditõis.
a Mol %
Produto A) Ext.aquoso B )Ext.alcalino
Ramnitol penta-O-acetato 5,0 5,0
Fucositol penta-O-acetato 12,0 9,0
Xilitol penta-O-acetato 22,0 23,0
Manitol hexa-O-acetato 19,0 21,0
Galactitol hexa-O-acetato 15,0 13,0
Glucitol hexa-O-acetato 27,0 23,0
a Coluna (a), 130-180°/4° por minuto
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TABELA XV
Análise por g.l.c. dos resultados de hidrólise ácida total 
dos precipitados de Fehling A) extração aquosa e B) extra­
ção alcalina, na forma de acetatos de alditõis.
Produto a Mol %
A) Ext.aquosa B) Ext.calcalina
Ramnitol penta-O-acetato 4,0 3,0
Fucositol penta-O-acetato
Oo«H 13,0
Xilitol penta-O-acetato 32,0 36,0
Manitol hexa-O-acetato 29, 0 32,0
Galactitol hexa-O-acetato 17,0 11,0
Glucitol hexa-O-acetato 3,0 5,0
a Coluna (a), 130-180°/4° por minuto
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Figura 2.
13 -Espectro de C-n.m.r. da B-D-glucana (extracao aquosa). O
solvente foi D^O a 70° e os valores numéricos são computa­
dos em 6 p.p.m. baseado na ressonância do TMS obtido em um 
experimento separado.
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Figura 3.
A. Espectro de ^C-n.m.r. do heteropolissacarídeo (extração 
a*'j"iOsa) . O solvente foi D2O a 70° e os valores numéricos 
í: :io ^computados em 6 p.p.m. baseado na ressonância do TMS 
obtido em um experimento separado. 100 MHz
B. Espectro de ^C-n.rc.r. do heteropolissacarídeo (extração 
alcalina). O solvente foi D2O â temperatura ambiente e 
os valores numéricos são computados em 6 p.p.m. baseado 
na ressonância do TMS obtido em um experimento separado. 
360 MHz.
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velocidades de sedimentação medidas. Desde que moléculas in­
dividuais não podem ser diretamente observadas, a velocidade 
da média de todas as moléculas é medida, determinando-se sua 
posição na célula da centrífuga em função do tempo. A popula­
ção de moléculas evidencia-se como um pico cuja ordenada mãxi. 
ma ê uma indicação bastante precisa de sua posição.
Considerações sobre a técnica utilizada na determina­
ção dos coef ici-ente-s de-sedimentação dos polissaca-rí-deos estu 
dados já foram feitas em Materiais e Métodos. Em geral, se 
for observado um ünico pico, que seja simétrico e persistente 
em sua trajetória ao longo da célula, o soluto pode ser cons_i 
derado homogêneo em ultracentrifugação, não significando con­
tudo que seja homogêneo por outros critérios. Sabe-se que al­
gumas misturas de macromoléculas podem dar origem a um único 
pico quando submetidas a ultracentrifugação. No entanto, se 
êste pico se alargar rapidamente em sua passagem pela célula 
da ultracentrífuga muito provavelmente a soluto é polidisper- 
so. Geralmente, cada pico corresponde â população molecular 
de um dos componentes da mistura, se este for o caso, e por 
isso, os coeficientes de sedimentação podem ser determinados 
para cada um.
Como se observa na Figura 4, tanto o componente hete- 
ropolissacarídioo como a glucana mostraram-se homogêneos por 
ultracentrifugação com um valor de 2,6S e 1,4S respectivamen­
te, estando livres um do outro. Se bem que considerados homo­
gêneos (a homogeneidade se refere â estrutura química) os po­
límeros se apresentaram polidispersos ( a polidispersão se re 
fere a populações moleculares com pêsos moleculares variados).
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Figura 4.
Análise por ultracentrifugação dos componentes (A)8-D-glucana 
(1, 4S) e (B) heteropolissacarídeo (2,6S).. Os coeficientes de 
sedimentação foram determinados em uma solução de 0,45% em 
NaOH 0,1 M (2 mÍ3 a 20°. As tomadas fotográficas foram feitas 
a intervalos de 4 minutos após a velocidade atingir 52.732 r. 
p.m.
51
Como - se pôde o b s e r v a r  a glucana se .apresentou bem 
mais polidispersa que o heteropolissacarídeo. O cálculo do S 
envolve o gráfico de lner (distância radial) contra o tempo ; 
a obtenção de uma linha reta indica medida cosistente, e isso 
foi obtido para a glucana e o heteropolissacarídeo.
- eletroforese; o heteropolissacarídeo foi submetido a eletro 
forese em fita de acetato de celulose usando barbital aquoso, 
pH 8,6 e borato de sõdio, pH 8,6. Em ambos os sistemas esse 
componente apresentou uma banda única para carboidrato e tam­
bém uma só banda fracamente positiva para proteína, na mesma 
posição. 0 heteropolissacarídeo continha 5,1% de proteína,que
poderia ser acídica e gerar a mobilidade no tampão barbital .
13 -Contudo, seu espectro de C-n.m.r. nao continha um sinal em 
<5 'b 175 correspondente a grupo carboxil (Figura 3 A e B) . O 
componente glucana foi examinado por eletroforese nas mesmas 
condições, utilizando somente tampão borato de sõdio, pH 8,6. 
Apresentou uma só banda tanto revelado para carboidrato como 
para proteína, na mesma posição.
- eluição do heteropolissacarídeo em coluna de Sepharose 4B- 
200: a amostra analisada foi eluída nos volumes de S a 19
mL do eluato, com pico máximo em 12 mL de eluato. Essas fra - 
ções foram reunidas e o açúcar total (18) determinado nessa 
fração indicou recuperação de 100% do polis'sacarídeo. O "dex­
tran blue" (peso molecular médio 2x10^) eluiu dessa coluna.com 
pico máximo em 12 nL. (figura 5) .
Tendo-se considerado então os polímeros homogêneos , 
dentro dos critérios dos referidos métodos, partiu-se para a 
análise estrutural.
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Figux-a 5.
Cromatografia do heteropolissacarídeo (extração aquosa) em 
coluna de Sepharose 4B-200 (40,0 x 1,0 cm d.i.). A amostra
analisada (6mg) foi eluída com água destilada na velocida­
de de escoamento de 18 mL/h. Frações de 1 mL do eluato fo 
ram coletadas ã temperatura ambiente.
53
Análise estrutural do componente glucana de C. pavonia obti­
do por extração aquosa; A rotação específica deste componen­
te foi de +13° que é consistente com uma estrutura em confi-
~ 13guraçao B“D-glucopiranana. 0 espectro de C-n.m.r. (Fiaura
2) lembrou aqueles das glucanas obtidas dos fungós Schizophyl 
lum commune e Lentinus eãodes3 sugerindo uma estrutura rami­
ficada com resíduos em ligações (1 -*■ 3) e (1 6)-B-D-gluco-
piranosil (63). O espectro contém um sinal de C-l em campo 
baixo ( ô 104,5) correspondente a unidades em ligações B (35) 
e outro em ô 86,5 originário de resíduos 3-0-substituídos de 
B-D-glucopiranose (35,61,63). Análises de metilação da gluca 
na de C. pavonia forneceu acetatos de alditõis parcilamente 
0-netilados que foram examinados por g.l.c.-m.s. em uma colu 
na capilar revestida com OV-225— OV-17, 1:3, p/p, (coluna d) 
que resolve derivados tri-O-metilados de glucose (24),(Tab£ 
la V) . Caracterizados foram grupos terminais não redutores 
(21%) e unidades de glucopiranose 3-0-(30%), 6-0-(30%) e 3,6- 
di-O-substituídas (19%). A glucana foi submetida a uma degra 
dação de Smith, incorporando condições hidrolíticas suaves e 
o produto, quando examinado por c.p. (sistemas g e h) forne­
ceu principalmente glicerol e uma série de pontos de mobili­
dade mais lenta, cujas mobilidades sugeriram estruturas oli- 
gossacarídicas. A presença destes compostos e a ausência de 
um produto polimêrico precipitãvel com etanol indica que a 
glucana não possui uma cadeia principal em ligações (1 3)-
B-D-glucopiranosil como em muitas Bglucanas de fungos (9) . Ao 
invés disso, as ligações (1 3) estão intercaladas com a­
quelas de (1 6) como nas glucanas de PfricwZaria ovyzae e
L. edodes (64) .
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TABELA V
Análise por g.l.c. dos acetatos de alditõis parcialmente 0- 
metilados obtidos da 3-D-glucana.
Alditol a ipb PC
2,3,4,6-Me^-Glc 1,00 21
2,4,6-Me3-Glc 1,31 30
2,3,4-Me3-Glc 1,43 30
2,4-Me2~Glc 2,03 19
a G.l.c.-m.s. em coluna capilar revestida com OV-225 —  OV-17 
1:3, p/p (coluna d).
Tempo de retenção (T) relativo ao do 1,5-di-0-acetil-2,3,4, 
6-tetra-O-metil-D-glucitol.
C  v*Percentagem total dos picos obtidos do polissacandeo meti- 
lado.
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Análise estrutural do componente heteropolissacarídico obtido 
por extração aquosa do líquen C. pavonia.
a) determinação da configuração absoluta dos componentes mo­
nos sacar Idicos obtidos do heteropolissacarideo: a configura­
ção absoluta de açúcares de ocorrência natural pode ser obti. 
da pela rotação específica do açúcar isolado quando se tem 
uma quantidade apreciável do material e quando somente peque 
nas quantidades estão disponíveis, mitodos enzimáticos podem 
ser usados. O heteropolissacarideo forneceu por hidrólise á­
cida total (sistema a) ramnose, fucose, xilose, manose, ga - 
lactose e glucose.
- determinações enzimâticas: os monômeros foram primeiramen­
te identificados por t.l.c. (sistema i) donde isolou-se fuco 
se e galactose. Fucose estava na forma ^ desde que foi oxida 
da pela L-fucose desidrogenase. De forma semelhante galacto­
se o x i d a  se modificou o componente galactose, mostrando 
que este tinha a forma g.
- determinação utilizando-se reagente quiral: na ausência de 
enzimas específicas foi necessário converter a aldose em um 
derivado glicosídico de um álcool quiral que é passível para 
exame em g.l.c. Antes de derivatizar a mistura como um todo 
que poderia originar, quando analizado por g.l.c. muitos pi­
cos de difícil separação e identificação, a mistura hidroli- 
sada foi submetida a uma resolução parcial prévia, por croma 
tografia em coluna de celulose. As frações isoladas conti ham 
ramnose e fucose, fucose e xilose, xilose e manose, manose ; 
glucose, galactose, respectivamente, em ordem de suás elui -
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ções. Cada fração foi então convertida em acetatos de (— )— 2— 
octil-glicosídeos (46) e examinados por g.l.c. (coluna e) .A­
mostras padrões de glicosídeos também foram obtidas e os tem 
pos de retenção relativos de seus picos foram medidos em re­
lação ao do primeiro pico a emergir (acetatos de octil-L-fu- 
cosídeos). Estes valores estão presentes na Tabela VI junta­
mente com as proporções relativas dos picos. Seus tamanhosre 
lativos e ordem de emergência obtidos (coluna e ) , relembram 
de maneira muito próxima aqueles previamente observados com 
uma coluna capilar SP-100 (46) que não i mais disponível:Teo
ricamente, como se pode observar pela Tabela VI, se originam 
quatro picos no perfil por g.l.c., correspondentes aos deri­
vados piranosídicos a e 6, e aos derivados furanosídicos a e 
B , de um respectivo monôrcero. As frações contendo ramnose e 
fucose, e fucose e xilose originaram, cada qual, uns poucos 
picos com tempos de retenção diferentes daqueles dos deriva­
dos destes açúcares (Tabela VI, Figura 6). Se torna, por is­
so, necessário conduzir uma caracterização mais completa, e 
a espectrometria de massa por impacto eletrônico é então ut_i 
lizada para mostrar identidade dos picos com aqueles dos pa­
drões e mostrar qual pico e originário de carboidrato e quais 
se originam de impurezas.
Seis espectros típicos por impacto eletrônico foram 
obtidos dos picos correspondentes a derivados piranosil e fu 
ranosil de metilpentose, pentose e hexose (Figura. 7,A,B,C,D 
E,F), (22). O espectro dos derivados piranosil e furanosil
são distintos desde que as cadeias laterais dos anéis furano 
sídicos são removidas mais facilmente do que as dos anéis pi 
ranosídicos (44), originando um fragmento com m/e 315. Estas
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TABELA VI
Tempos de retenção relativos, forma do anel, e percentagem das ãre 
as dos picos por g.l.c. dos glicosídeos (-)-2-octil acetilados ob­
tidos de amostras padrões e frações provenientes da coluna de celu 
lose.
Aldose padrão ou 
fração contendo 
aldosea
Teirpo de retenção relativo (1,00 é o tempo de retenção do 
primeiro pico a emergir do derivado da L-fucose) do pico.Em 
parênteses estão a forma do anel do derivado (furanose= F, 
piranose= P), percentagem da área total do pico, e atribui­
ções dos coirponentes provenientes das frações obtidas na co 
luna de celulose.
D-Xilose 1.18 (P; 34%),1.37 (F; 15%),1,38(F; 12%),1.46 (P; 40%)
L-Xilose 1.15 (P; 29%),1.24 (F? 22%),1.42 (F; 9%),1.49 (P; 40%)
D-Fucose 1.04 (P e F; 70%), 1.21 (P; 17%) , 1.23 (F; 17%)
L-Fucose 1.00 (P? 47%),1.08 (F; 29%),1.14 (F; 12%), 1.34 (P; 13%)
L-Ramnose 0.85 (P; 76%),1.03 (P; 11%), 1.12 (F; 13%)
D-Manose 2.40 (P; 72%),2.43 (F; 2%),2.66 (P; 16%),2.95 (F; 10%)
D-Glucose 2.47 (F; 7%),2.31 (P; 44%),2.89 (F; 16%), 3.01 (P; 33%)
D-Galactose 2.59 (F; 50%),2.71 (P; 24%),3.00 (P; 8%),3.07 (F; 18%)
L-Galactose 2.33 (P; 22%),2.67 (F; 21%),2.74 (F; 48%),3.43 (P; 10%)
Fração contendo 
x ilose-fucose
1.00 (L-Fuc, P),1.01, 1.02, 1.04 
F), 1.14 (L-Fuc,F) 1.18 (D-X£1,P;
(desconhecidos), 1.03(L-Fuc 
), 1.25 (pentose desconheci-
Fração contendo 
ramnose-fucose
da, F), 1.34 (^ -Fuc,P) 1.37 (D-Xyl,F), 1.39 (^-Xyl,F), 1.46 
(D-Xyl,P) _
0.35 (L-Rha,P), 1.00 (b~Fuc,P), 1.02, 1.04 (desconhecidos),
1.0.3 (L-Fuc,F) , 1.14 (L-Fuc,F) , 1.34 (L-Fuc,P)
G.l.c.-m.s. em coluna capilar de quartzo quimicamente ligada com 
Durowax-4 (coluna e).
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L-Fue.j£B
Figura 6 _
Perfil obtido por g.l.c.a dos derivados acetilados (-)-2-oc- 
til glicosldeos formados por derivatização das frações prove 
nientes da coluna de celulose, contendo ramnose e fucose (A) 
e fucose e xilose (B). Atribuições dos picos estão incluidos. 
Os valores numéricos são relativos aos tempos de retenção da 
guele proveniente do primeiro pico a emergir: derivados da 
^-fucose.
a G.l.c.-m.s. em coluna capilar de quartzo quimicamente liga 
da com Durowax-4 (coluna e)*
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atribuições foram confirmadas em referência aos espectros de 
massa dos derivados da L-ramnose, D-xilose e 5-manose respec 
tivamente, cujos componentes principais, devem ter a estrutu 
ra piranosil (33,41).
Assim, os tempos de retenção relativos e espectros 
de massa dos padrões foram usados para caracterizar as fra - 
ções obtidas através da coluna de celulose, que foram conver 
tidas a octil glicosídeos acetiladosv e examinados usando g. 
l.c.-m.s. (coluna e).
As frações obtidas da coluna de celulose contendo ra 
mnose e fucose originaram picos (Figura 6A.) correspondentes 
aos enantiômeros-L , e também dois picos desconhecidos meno­
res. 0 espectro obtido da fração contendo fucose e xilose se 
mostrou mais complexo (Figura 6B) e continha três picos não 
identificados além daqueles correspondentes aos derivados da 
^-fucose, D-xilose e uma forma furanosídica de uma pentose 
não identificada. Derivados das frações contendo manose, glu 
cose, e galactose foram individualmente examinadas por g.l.c. 
m.s. (colunai e) e corresponderam aos enantiômeros-Q em virtu 
de dos tempos de retenção típicos dos picos e fragmentos ca­
racterísticos obtidos através de espectrometria de massa por 
impacto eletrônico, como já mencionado.
b) análise estrutural do heteropolissacarídeo: o componente 
heteropolissacarídico foi suBmetrdo a uma degradação tipo 
Smith incorporando condições hidrolíticas suaves. Os produ - 
tos obtidos foram analisadas por c.p. (sistemas g e h) e con 
sistiram de glicerol, um tetritol, e um polissacarídeo inso­
lúvel em etanol que apresentou uma rotação específica de 
+93°. Este produto insolúvel em etanol apôs hidrólise ácida
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total (sistema b) foi reduzido, acetilado e analisado por g. 
l.c. (coluna a) e continha ramnose, fucose, xilose, manose , 
galactose e glucose numa relação molar de 2:1:2:80:9:6 (Tabe 
la VII), sugerindo um núcleo a-D-manopiranosil. Desde que o 
polissacarídeo original tinha uma rotação específica mais bai 
xa de +25°, a configuração das unidades do outro componente 
principal, a g-xilose, que foi eliminada na oxidação, deve -
ria ser 6. E provável que as unidades 8-D-xilopiranosil ori-
. 13gmaram, no espectro de C-n.m.r., o forte sinal de C-l em
6 105.2 (Figura 3 A) e 6 104.9 (Figura 3 B ) .
O polissacarídeo formado pela degradação se Smith do 
heteropolissacarídeo foi submetido a análises de metilação,e 
os acetatos de alditõis O-metilados foram analisados por g.
l.c.-m.s. usando uma coluna capilar de DB-210 (coluna c). O 
pico principal mostrou que 57% das unidades manopiranosil 3- 
O-substituídas estavam presentes e deveriam incluir parte da 
cadeia principal. Grupos terminais não redutores (6%) e uni­
dades 2,3-di-O-substituídas (5%) de manopiranose também esta 
vam presentes e pode ser visto pela Tabela VIII que os 68% do 
total dos derivados manopiranosil não correspondem aos 80% de 
manose existentes no polissacarídeo original apôs a degrada­
ção de Smith. E provável que o componente contendo manose fos 
se de peso molecular mais baixo que outros componentes e mi­
grou preferencialmente através do tubo de diálise durante o 
processo de metilação de Haworth.
Como se pode observar pelos dados da Tabela VIII os 
acetatos de alditõis 2,4,6-tri-O-metilados derivados do mani_ 
tol, glucitol e galactitol apresentam tempos de retenção mui 
to próximos (resolução pobre) e por isso a identificação dos
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TABELA VII
Análise por g.l.c. dos resultados da degradação de Smith in­
corporando condições hidrolíticas suaves do polissacarídeoin 
solúvel em etanol (extração aquosa) na forma de acetatos de 
alditõis.
Produto a Mol %
Ramnitol penta-O-acetato 2%
Fucositol penta-O-acetato 1% ,
Xilitol penta-O-acetato 2%
Manitol hexa-O-acetato 80%
Galactitol hexa-O-acetato 9%
Glucitol hexa-O-acetato 6%
a Coluna (a) , 130-lS0°/4° por minuto
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TABELA VIII
Análise por g.l.c. dos acetatos de alditóis parcialusente O-Jsse- 
ti lados obtidos do polissacarxdeo meti lado rico em majaose,deri_ 
vado da degradação de Smith do beteropolissacarldeo.
Alditol a Tb PC
2,3,4,6-Me4~Man 1,00 6
2,3,4,6-Me^-Glc 1,10 12
2,4,6-Me3~Man 1,43 57
2,4,6-Me3-Glc 1,51 12
2,4,6-Me3-Gal 1,52 6
2,3,6-Me3-Glc 1,80 7
4,6-Me2-Man 2,30 5
a G.l.c.-m.s. em coluna capilar revestida com DB-210 (coluna c)
V* *
Tempo de retenção (T) relativo ao do 1,5-di-0-acetil-2,3,4,6- 
tetra-O-metil-D-manitol
c Percentagem total dos picos obtidos do polissacarídeo metila­
do.
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produtos ê incerta. Por esta razão esta análise também foi 
conduzida usando-se uma coluna capilar de OV-17 (coluna b),que 
é sabido resolver esta mistura (10). O produto polissacarídi-- 
co originou, na ordem de suas emergências, acetatos de 2,4,6- 
tri-O-metilgalactitol, 2,3,6-tri-O-metil-glucitol, 2,4,6-tri- 
O-metil manitol, e glucitol numa relação molar de 15:5:63:18.
As análises de metilação do heteropolissacarídeo fo­
ram difíceis, pois um grande numero de acetatos d~e aldTtõis 
O-metilados se formaram como produtos. Uma corrida por g.l,c. 
-m.s. foi originalmente conduzida numa coluna capilar de OV - 
225— OV-17, 3:1, p/p (coluna d) que forneceu 13 picos. Contu 
do, a coluna de preferência foi a de DB-210 (coluna c) onde 
22 picos foram obtidos (ver a Tabela IX). Também, esta coluna 
poderia resolver certos derivados que poderiam ser formadosna 
reação, nominadamente: (1) os acetatos de derivados 6-O-meti-
lados, que tinham tempos de retenção diferentes dependendo se 
eles eram derivados do manitol (8,12 min), glucitol (8,96 min), 
ou galactitol (8,26 min), (2) os acetatos de derivados 2,6-di- 
O-metilados cujos valores foram: manitol (7,08 min), glucitol 
(7,34 min) e galactitol (7,16 min), (3) os acetatos de deriva 
dos 3,4-di-O-metilados, onde somente os derivados do manitol 
(8,76 min) e galactitol (9,12 min) foram testados.
Na oxidação com periodato (Figura 8), o heteropolissa 
carldeo consumiu após 72 h 0,92 mol/mol de oxidante com forma 
ção de 0,43 mol/mol de ácido fõrmico. O último valor é proxi­
mo aquele esperado a partir dos dados de metilação (Tabela IX), 
que indica 40% de unidades terminais não redutoras e 11% de 
resíduos 6-O-substituídos.
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TABELA. XX
Análise por g.l.c. dos acetatos de alditóis parclalimente O-me 
tilados obtidos do foeteropolissacarídeo.
Alditola Tb PC Alditol3 mbJL PC
2,3,4-Me3~Rha 0. 73 1 2,4,6-Me3-Glc 1.51 2
2,3, 4-Me3~Xyl 0.32 25 2,4,õ-Me^-Gal 1.52 2
2,3,4-Me3-Fuc 0.34 6 3,4,6-Me3~Man 1.63 1
2,3,4,6-Me^Man 1.00 4 2,3,6-Me 3-Man 1.67 2
2,3,4,6-Me.-Glc 4
1.01 2 2,3,6-Me -Gal 
3
1.80 2
2,4-Me2~Rha 1.09 1 2,3,6-Me3~Glc 1.35 3
2,3,4,6-Me4-Gal 1.10 2 2,3,4-Me3-Man 1. 89 2
2,4-Me2~Fuc 1.13 1 2,3,4-Me3-Gal 2. 26 9
3,4-Me2-Rha(Fuc) 1.15 1 2,6-Me2-Man 2. 31 10
2,4-Me2-Xyl 1.19 2 6-Me-Man 2.98 10
2, 4,6-Me3~Man 1.43 10 3,4-Me2-Gal 3. 92 2
a K p
' ' Ver Tabela VIII.
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Figura 8.
Curva de oxidação com meta-periodato do heteropolissacarldeo 
(extração aquosa).
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G.l.c. em coluna revestida com OV-225 —  OV-17,3:! ,
p/p (coluna d) mostrou a presença de 7% de acetatos de 2,3-di- 
O-metil-xilitol, derivados do polissacarídeo metilado. Desde 
que este resultado poderia significar a presença de substitui^ 
ção 2-0- ou 4-0-, o polissacarídeo foi degradado a uma mistu­
ra de aldoses O-metiladas que foram então convertidas a metil 
glicosídeos. Análise por g.l.c. usando coluna de DB-210 (colu 
na c) mostrou um pico corre-spondent-e ao metil 3,4—di— O—metil 
xilopiranosídeo mas não ao isômero 2,3 , indicando assim sub£ 
tituição 2-0-.
Outra ambiguidade em relação aos acetatos de alditóis 
0-metilados já citados , em corrida efetuada em DB-210 (colu­
na c) repousa na resolução pobre e consequente identificação 
incerta dos derivados -2,4,6 do manitol, glucitol e galacti - 
tol. Contudo, como já anteriormente citado para os produtos da 
degradação de Smith, usando-se uma coluna capilar de 0V-17(co 
luna b) que sabe-se resolver esta mistura (10), uma relaçãomo 
lar foi obtida dos acetatos de 2,4,6-O-metil galactitol (15),
2,3,6-tri-0-metil-glucitol (5), e derivados 2,4,6-tri-0-metil 
do manitol (63) e glucitol (18).
Com uma cadeia principal composta principalmente de 
unidades a-D-manopiranosil em ligações (1 ■+ 3) , algumas estru 
turas predominantes podem ser propostas para o heteropolissa- 
carídeo baseadas nos estudos da degradação de Smith e dados de 
metilação apresentados na Tabela IX. A cadeia principal ê insu 
bstituída (.1,10%), 4-0-substituíd.a com unidades B-D-xilopira- 
nosil (_2,10%), e 2,4-di-0-substituída com unidades (3-D-xilopi^ 
ranosil (3,10%).
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' 3
Os outros resíduos xilopiranosil 2-O-substituldos 
('v* 7 %) provavelmente fazem parte de cadeias laterais.
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CONCLUSÕES
Os componentes polissacarídicos de C. pavonias que 
são uma g-g-glucana e um heteropolissacarldeo obtidos por 
f r a c i ü n a m e n  to de um e x t r a t o  a q u o s o ,  têm e s t r u t u ­
ras típicas daquelas de basidiomicetos e devem se originar da 
porção micossimbionte do líquen. A 0-D-glucana tem ligações 
(1 3) e (1-*- 6) e ê  altamente ramificada com 21% de grupos
terminais não redutores, relembrando as glucanas de basidio­
micetos ao invés daquelas de ascomicetos, que têm relativa - 
mente poucas ramificações (10% ou menos). Em liquens ascomi­
cetos as 0-D-glucanas são lineares apresentando tanto liga - 
ções (1 6) como uma mistura de ligações (1 -*■ 3) e (1 4)
(9) . 0 heteropolissacarldeo de C . pavonia tem uma cadeia prin 
cipal consistindo de uma alta proporção de unidades a-D-mano 
piranosil em ligações (1 3) , o que ê típico de basidiomice
tos, contrastando com ascomicetos (9) e liquens ascomicetos 
(27) que tem polissacarideos contendo manose com cadeias prin 
cipais a-D-manopiranosil em ligações (1 -*■ 6) . C. pavonia con 
têm uma quantidade surpreendentemente alta (4,3%) de a-a-D - 
trealose e proteína (36,05%).
A a,a-D-trealose, contudo, não ê exclusivamente ca-, 
racterlstica de basidiomicetos, estando também presente nos 
liquens ascomicetos, Umbilicaria pustutata (50), Dermatoear- 
pon miniatuui (48) é numa larga variedade de células e teci
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dos. Estes incluem plantas, algas, fungos e leveduras, bacté­
rias, insetos, e outros invertebrados (19). Em termos de pre­
paração da a-a-D-trealose rendimentos variando de 2% e 10-15% 
tem sido relatados usando-se leveduras secas e prensadas co­
mo fonte (13). Está também presente em trehala manna (25-30%) 
e na planta de regiões desérticas Selaginella lepi-dophylla 
(2,5%), originária do sul-oeste da América do Norte (13).
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